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NOUVELLES PROTEINES, ADN LES CODANT ET LEUR USAGE 



5 

L ' invention a pour objet de nouvelles sequences 
d f acides amin6s, les acides nucl6iques codant pour 
ces sequences decides amines et leurs applications, 

10 notamment pour le diagnostic, in vitro, de 
pathologies li6es k 1' action de facteurs oncogenes. 

On connait des protooncogenes tels que H-ras, 
K-ras et N-ras (De Feo et al . , (1981) Proc. Natl. 
Acad. Sci., USA, 78, 3328-3332; Ellis et al., 

15 (1981), Nature, 292, 506-511 ; Shimizu et al. (1983) 
Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 80, 383-387) et on a 
identifie de nouveaux g6nes dans une grande vari6t6 
d ! organismes sur la base de leur homologie avec le 
gdne ras des mammif 6res . 

20 Dans les mammif 6res , les prot6ines codees par 

ces genes voisins des g6nes ras (ral f R-ras, rho et 
rab) presentent 50 & 30 % d' homologie avec les 
prolines ras (Chardin et al., (1986) EMBO J., 5, 
2203-2208 ; Madaule et al., (1985) Cell, 41, 31-40 ; 

25 Touchot et al . , (1987) Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 
84, 8210-8214). 

Les prolines ras et les prot6ines voisines des 
prolines ras pr§sentent des poids mol6culaires 
d f environ 21 000 & 24 000 d. 

30 Les prolines ras 9ont actives lorsqu'elles 

sont associees au GTP (Guanosine 5 • -triphosphate) et 
sont inactives lorsqu'elles sont associ6es au GDP 
(Guanosine 5' -diphosphate) et l'hydrolyse du GTP a 
lieu par action de leur faible activity intrins^que 

35 GTPase (Papageorge et al., (1982) J. Virol., 44, 
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509-519 ; Mcgrath et al., (1984) Nature, 310, 
644-649) . 

Les proteines ras transformantes detect6es dans 
5 les tumeurs humaines pr6sentent trSs fr£quemment une 

substitution des amino acides localises dans le 
domaine de liaison du GTP , en position 12 , 13 ou 61 
(Barbacid (1987) Annual Review of Biochemistry, 56, 
779-827) • 

10 Ce domaine joue un role essentiel dans la 

regulation des propri6t6s biologiques des prolines 
ras. 

Le site de liaison du GTP consiste en quatre 
regions non contigues qui appartiennent £ toutes les 
15 prot6ines ras. 

Parmi ces regions, six amino acides : DTGAQE en 
'position 57 k 62 de la proline K-ras, semblent etre 
une caract6ristique de la prot§ine ras et de toutes 
les prolines ras voisines (Chardin et al. f (1986) 
2Q EMBO J., 5, 2203-2208 ; Touchot et al. r (1987) Proc. 
Natl. Acad. Sci., USA, 84, 8210-8214). Ces six 
r£sidus sont strictement conserves dans les 
prolines ras, ral et rab. 

Dans les prot6ines H-ras, on a trouve (Der et 
25 al. r (1986) Cell, 44, 167-176) que pratiquement 
chaque mutation du r6sidu en position 61 de la 
prot6ine ras est corr616 h 1 ' acquisition du 
potentiel transformant . 

Or, la Demanderesse a trouvfe de nouvelles 
3Q sequences d' acides amin6s, parmi lesquelles la 
position 61 est une threonine, et qui cependant ont 
des propri6t6s non transformantes. 

L'un des aspects de 1' invention est de proposer 
de nouvelles sequences decides amines, ayant la 
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capacity de fixer le GTP et le GDP et ayant une 
activite GTPase. 

L'un des autres aspects de 1' invention est de 
proposer de nouveaux acides nucleiques codant pour 
5 des sequences d* acides amines presentant des 
proprietes biologiques interessantes. 

L'un des autres aspects de 1* invention est de 
proposer des moyens de depistage, in vitro , de 
certaines pathologies li6es soit a des teneurs en 
10 prot6ines situees en dehors du domaine des valeurs 
qu'elles ont generalement chez un individu sain, 
soit a des mutations dans ces proteines. 

L' invention a pour objet de nouyelles sequences 
d' acides amines caracterisee en ce qu'elle 

15 

contiennent l'un au moins des enchainements d' acides 
amines suivants : 

MREYKLVVL ( I ) 

ALTVQFVQ6IFVEKYDPTIEDSYRKQVEVDCQQCMLEIL ( II ) 

20 

QFTAMRDLYMKNGQGFALVYSITAQSTFNDLQDLREQILRVKDTEDVPM 
(III) 

EDERVVGKEQGQNLARQWCNCAFL (IV) 

25 SKINVNEIFYDLVRQINRKTPVEKKKPKKKSCLLL (V) 

ALTVQFVQGIFVEKYDPTIEDSYRKQVEVDAQQCMLEIL (VII) 

QFTAMRDLYMKNGQGFALVYSITAQSTFNDLQDLREQILRVKDTDDVPMI 
(VIII) . 

30 

EDERVVGKEQGQNLARQWNNCAFL ( IX ) 

SKINVNEIFYDLVRQINRKTPVPGKARKKSSCQLL (X) 
MREYKVVVL (XI) 

35 
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ALTVQFVTGTFIEKYDPTIEDFYRKEIEVDSSPSVLEIL (XII) 

QFASMRDLYIKNGQGFILVYSLVNQQSFQDIKPMRDQIIRVKRYEKVPVI (XIII) 

E S EREV S S S EGR AL AEEWGC P FM (XIV) 
5 t 

SKTMVDELFAEIVRQMNYAAQPDKDDPCCSACNIQ (XV) 

Dans ce qui pr6c6de et ce qui suit, les acides 

amines sont repr6sent6s par une lettre unique, 

conf orm6ment k la nomenclature classiquement 

10 utilis6e dans ce domaine. 

Les sequences d" acides amines sont ecrites de 

telle fa<?on que l'extr^mit^ la plus k gauche 

correspond k I'extr6mit6 N-terminale du premier 

amino acide d61imitant les susdites sequences et 

15 l f extr6mite la plus a droite correspond k 

l'extremite C-terminale du dernier amino acide 

d£limitant les susdites sequences. 

Selon un mode de realisation avantageux de 

1* invention, les sequences d' acides amines de 

1' invention contiennent au moins l r un des 

enchainements (I) r (II), (III), (IV) ou (V) definis 

ci-dessus . 

Selon un mode de realisation avantageux de 
1' invention, les sequences d 1 acides amines de 
1' invention contiennent au moins I'un des 
enchainements (VII), (VIII) , (IX) ou (X) definis 
ci-dessus . 

Selon un mode de realisation avantageux de 
1' invention, les sequences d' acides amines de 
1' invention contiennent au moins I'un des 
enchainements (XI), (XII), (XIII), (XIV) ou (XV) 
d§finis ci-dessus. 
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Selon un mode de realisation avantageux de 
1' invention, les sequences d'acides amines de 
1' invention comportent une threonine en position 61. 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
de I 1 invention , les sequences d'acides amines de 
1' invention sont telles que le quatri^me amino acide 
& partir du dernier amino acide C-terminal est une 
cysteine. 

Selon un autre mode de realisation selon 
1' invention, les sequences d'acides amin6s 
contiennent les 5 enchainements (I) , (II), (III), 
(IV) et (V) definis ci-dessus. 

Lorsque les sequences d'acides amines selon 
1' invention comportent les 5 enchainements indiqu6s 
ci-dessus, ceux-ci sont avantageusement situ6s, de 
gauche k droite, dans l'ordre 

(I) -(II) -(III) - (IV) - (V) , ces enchainements etant en 
outre avantageusement non contigus. 

Selon un autre mode* de realisation selon 
1' invention, les sequences d'acides amines 
contiennent les 5 enchainements (VII) , (VIII), (IX) 
et (X) definis ci-dessus. 

Lorsque les sequences d'acides amines selon 
1' invention comportent les 5 enchainements indiqu6s 
ci-dessus, ceux-ci sont avantageusement situ6s, de 
gauche k droite, dans l'ordre (VII) - (VIII ) - ( IX) - (X) , 
ces enchainements 6tant en outre avantageusement non 
contigus . 

Selon un autre mode de realisation selon 
1' invention, les sequences d'acides amin6s 
contiennent les 5 enchainements (XI), (XII), (XIII), 
(XIV) et (XV) definis ci-dessus. 

Lorsque les sequences d'acides amin6s selon 
I 1 invention comportent les 5 enchainements indiques 
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ci-dessus, ceux-ci sont avantageusement situts, de 
gauche k droite, dans I'ordre 

(XI) -(XII) -(XIII)- (XIV) - (X) , ces enchalnements ttant 
en outre avantageusement non contigus* 

Des sequences d'acides amines selon l f invention 
particulitrement avantageuses contiennent 

1 ' enchainement d'acides amines XVI r represents sur 
la figure 1. 

Des sequences d'acides amines selon 1' invention 
particulitrement avantageuses sont constitutes par 
1' enchainement d'acides amines XVI , represents sur 
la figure 1. 

Des sequences d'acides amines selon 1' invention 
particuliSrement avantageuses contiennent 

1' enchainement d'acides amines XVII , reprSsentS sur 
la figure 2. 

Des sequences d'acides amines selon 1' invention 
particuliSrement avantageuses sont constitutes par 
1 ' enchainement d'acides amines XVII, represents sur 
la figure 2. 

Des sequences d'acides amines selon 1" invention 
particuliSrement avantageuses contiennent 

1 1 enchainement d'acides amines XVIII, represents sur 
la figure 3. 

Des sequences d'acides amines selon 1' invention 
particuliSrement avantageuses sont constitutes par 
1' enchainement d'acides aminSs XVIII, reprSsentS sur 
la figure 3. 

Les sequences d'acides amints XVI , XVII et 
XVIII seront tgalement respectivement designees par 
RAP1A, RAP IB et RAP 2 dans la suite du texte. 

Ces sequences d'acides amin6s prtsentent une 
threonine en position 61 et une cysteine 4 acides 
amines k partir du dernier amino acide C-terminal. 
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A cet 6gard, pour les sequences d'acides amines 
representees respectivement sur la figure 1, 2 et 3, 
la position d'un acide amine determine est rep6r6e 
par rapport au premier acide amine de la sequence 
alors que pour les sequences nucl6otidiques 
(figurant egalement sur les figures 1, 2 et 3) la 
position d'un nucleotide determine est rep6r6e par 
rapport au premier nucleotide. 

Ces sequences d'acides amines pr6sentent 
d' interessantes propri6t6s biochimiques et 
biologiques : elles ont la capacite de fixer le GTP 
et le GDP et pr6sentent une activite GTPase. 

Elles sont par ailleurs non transf ormantes , 
c'est-&-dire notamment ne modifient pas les 
propriet6s morphologiques et cinetiques de la 
cellule et n'alterent pas la propriete d' inhibition 
de contact des cellules. 

Ceci etant, leur absence, leur surexpression 
(c'est-a-dire leur expression en des quantites 
superieures k celles gen6ralement contenues chez un 
individu sain), ainsi que certaines de leurs 
mutations peuvent correspondre & un 6tat 
pathologique . 

Ces sequences d'acides amines sont egalement 
susceptibles de se lier & la membrane 
intracellulaire. 

Les sequences d'acides amines prec6dentes 
peuvent etre modifiees des lors qu' elles conservent 
les proprietes biochimiques et biologiques des 
sequences d'acides amines (XVI), (XVII) et (XVIII) 
definies precedemment . 

Par exemple, et de fagon non limitative, des 
sequences d'acides amines entrant dans le cadre de 
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1' invention peuvent se distinguer des sequences 
d'acides amines d6finies ci-dessus : 

- par addition et/ou 

- suppression d'un ou de plusieurs acides 
amines et/ou 

- modification d'un ou de plusieurs acides 
amin&s , 

sous reserve que les propri6t6s biochimiques et 
biologiques comme indiqu6 ci-dessus soient 
conserves. 

Entrent 6galement dans le cadre de l 1 invention 
lies sequences d'acides amines (XVI), (XVII) et 
(XVIII) pr^sentant des mutations en position 12 
{c'est-a-dire remplacement de la glutamine en 12 par 
n'importe quel autre acide amin6) . 

Entrent 6galement dans le cadre de l 1 invention 
les sequences d'acides amines (XVI), (XVII) et 
(XVIII) pr6sentant des mutations en position 61 
(c'est-A-dire remplacement de la threonine en 61 par 
n'importe quel autre acide amin§ et notamment par la 
glutamine et la valine) . 

L" invention vise 6galement les sequences 
d'acides amines contenant I'un au moins des 
enchainements d'acides amines cod6s par les 
enchainements nucl6otidiques suivants : 

ATG CGT GAG TAC AAG CTA GTG GTC CTT (1) 

GCT CTG ACA GTT CAG TTT GTT CAG GGA ATT TTT GTT GAA 

AAA TAT GAC CCA ACG ATA GAA GAT TCC TAC AGA AAG CAA 

GTT GAA GTC GAT TGC CAA CAG TGT ATG CTC GAA ATC CTG 

(2) 
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CAA TTT ACA GCA ATG AGG GAT TTG TAT ATG AAG AAC GGC 

CAA GGT TTT GCA CTA GTA TAT TCT ATT ACA GCT CAG TCC 

ACG TTT AAC GAC TTA CAG GAC CTG AGG GAA CAG ATT TTA 

CGG GTT AAG GAC ACG GAA GAT GTT CCA ATG ATT 
(3) 

GAA GAT GAG CGA GTA GTT GGC AAA GAG CAG GGC CAG AAT 
TTA GCA AGA CAG TGG TGT AAC TGT GCC TTT TTA (4) 

TCA AAG ATC AAT GTT AAT GAG ATA TTT TAT GAC CTG GTC 

AGA CAG ATA AAT AGG AAA ACA CCA GTG GAA AAG AAG AAG 

CCT AAA AAG AAA TCA TGT CTG CTG CTC 
(5) 



ATG CGT GAG TAT AAG CTA GTC GTT CTT 



(6) 



GCT TTG ACT GTA CAA TTT GTT CAA GGA ATT TTT GTA GAA 

AAA TAC GAT CCT ACG ATA GAA GAT TCT TAT AGA AAG CAA 

GTT GAA GTA GAT GCA CAA CAG TGT ATG CTT GAA ATC TTG 
20 (7) 

CAA TTT ACA GCA ATG AGG GAT TTA TAC ATG AAA AAT GGA 

CAA GGA TTT GCA TTA GTT TAT TCC ATC ACA GCA CAG TCC 

ACA TTT AAC GAT TTA CAA GAC CTG AGA GAA CAG ATT CTT 

CGA GTT AAA GAC ACT GAT GAT - GTT CCA ATG ATT 

25 

(8) 

GAA GAT GAA AGA GTT GTA GGG AAG GAA CAA GGT CAA AAT 

CTA GCA AGA CAA TGG AAC AAC TGT GCA TTC TTA (9) 

30 TCA AAA ATA AAT GTT AAT GAG ATC TTT TAT GAC CTA GTG 

CGG CAA ATT AAC AGA AAA ACT CCA GTG CCT GGG AAG GCT 

CGC AAA AAG TCA TCA TGT CAG CTG CTT 
(10) 
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GCC CTG ACC GTG CAG TTC 
AAA TAC GAC CCC ACC ATC 
ATC GAG GTG GAT TCG TCG 
(12) 

5 

CAG TTC GCG TCC ATG CGG GAC CTG TAC ATC AAG AAC GGC 
CAG GGC TTC ATC CTC GTC TAC AGC CTC GTC AAC CAG CAG 
AGC TTC CAG GAC ATC AAG CCC ATG CGG GAC CAG ATC ATC 
CGC GTG AAG CGG TAT GAG AAA GTG CCA GTC ATC 
10 (13) 

GAA AGT GAG AGA GAA GTA TCG TCC AGC GAA GGC AGA GCC 
CTT GCT GAA GAG TGG GGC TGC CCC TTT ATG (14) 

AGT AAA ACA ATG GTG GAC GAA CTC TTT GCA GAA ATT GTG 
15 AGG CAG ATG AAC TAT GCT GCT CAG CCT GAC AAA GAT GAC 

CCA TGC TGT TCT GCA TGT AAC ATA CAA 
(15) 

Entrent egalement dans le cadre de 1' invention 
20 les acides nucleiques contenant l'un au moins des 
enchainements de nucleotides codant pour les 
sequences d' acides amines definies precedemment . 

Selon un mode de realisation avantageux de 
1' invention, les acides nucleiques appartiennent au 
25 genome humain. 

Selon un mode de realisation avantageux, les 
acides nucleiques de 1' invention codent pour les 
enchainements d' acides amines I a XVIII definis ci- 
dessus. 

30 Selon encore un autre mode de realisation 

avantageux, les sequences d* acides nucleiques de 
1' invention codent pour les sequences d* acides 
amines contenant les enchainements XVI, XVII et 
XVIII definis ci-dessus. 



GTG ACC GGC ACC TTC ATC GAG 
GAG GAC TTC TAC CGC AAG GAG 
CCG TCG GTG CTG GAG ATC CTG 
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Selon un autre mode de realisation avantageux 
de 1' invention, les sequences d'acides nucleiques de 
1' invention codent pour les enchainements d'acides 
amines XVI, XVII et XVIII definis ci-dessus. 

5 

Des acides nucleiques avantageux de 1' invention 
sont ceux contenant l'un au moins des enchainements 
de nucleotides suivants: 



10 



15 



20 



ATG CGT GAG TAC AAG CTA GTG GTC CTT (1) 

GCT CTG AC A GTT CAG TTT GTT CAG GGA ATT TTT GTT GAA 

AAA TAT GAC CCA ACG ATA GAA GAT TCC TAC AGA AAG CAA 

GTT GAA GTC GAT TGC CAA CAG TGT ATG CTC GAA ATC CTG 
(2) 

CAA TTT ACA GCA ATG AGG GAT TTG TAT ATG AAG AAC GGC 

CAA GGT TTT GCA CTA GTA TAT TCT ATT ACA GCT CAG TCC 

ACG TTT AAC GAC TTA CAG GAC CTG AGG GAA CAG ATT TTA 

CGG GTT AAG GAC ACG GAA GAT GTT CCA ATG ATT 
(3) 

GAA GAT GAG CGA GTA GTT GGC AAA GAG CAG GGC CAG AAT 
TTA GCA AGA CAG TGG TGT AAC TGT GCC TTT TTA (4) 

TCA AAG ATC AAT GTT AAT GAG ATA TTT TAT GAC CTG GTC 

AGA CAG ATA AAT AGG AAA ACA CCA GTG GAA AAG AAG AAG 

CCT AAA AAG AAA TCA TGT CTG CTG CTC 
(5) 

ATG CGT GAG TAT AAG CTA GTC GTT CTT (6) 

30 GCT TTG ACT GTA CAA TTT GTT CAA GGA ATT TTT GTA GAA 

AAA TAC GAT CCT ACG ATA GAA GAT TCT TAT AGA AAG CAA 

GTT GAA GTA GAT GCA CAA CAG TGT ATG CTT GAA ATC TTG 
(7) 



25 
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CAA TTT ACA GCA ATG AGG GAT TTA TAC ATG AAA AAT GGA 
CAA GGA TTT GCA TTA GTT TAT TCC ATC ACA GCA CAG TCC 
ACA TTT AAC GAT TTA CAA GAC CTG AGA GAA CAG ATT CTT 
5 CGA GTT AAA GAC ACT GAT GAT GTT CCA ATG ATT 

(8) 

GAA GAT GAA AGA GTT GTA GGG AAG GAA CAA GGT CAA AAT 
CTA GCA AGA CAA TGG AAC AAC TGT GCA TTC TTA {9) 

10 TCA AAA ATA AAT GTT AAT GAG ATC TTT TAT GAC CTA GTG 
CGG CAA ATT AAC AGA AAA ACT CCA GTG CCT GGG AAG GCT 
CGC AAA AAG TCA TCA TGT CAG CTG CTT 
(10) 

15 ATG CGC GAG TAC AAA GTG GTG GTG CTG (11) 

GCC CTG ACC GTG CAG TTC GTG ACC GGC ACC TTC ATC GAG 
AAA TAC GAC CCC ACC ATC GAG GAC TTC TAC CGC AAG GAG 
ATC GAG GTG GAT TCG TCG CCG TCG GTG CTG GAG ATC CTG 
(12) 

20 

CAG TTC GCG TCC ATG CGG GAC CTG TAC ATC AAG AAC GGC 
CAG GGC TTC ATC CTC GTC TAC AGC CTC GTC AAC CAG CAG 
AGC TTC CAG GAC ATC AAG CCC ATG CGG GAC CAG ATC ATC 
CGC GTG AAG CGG TAT GAG AAA GTG CCA GTC ATC 
25 (13) 

GAA AGT GAG AGA GAA GTA TCG TCC AGC GAA GGC AGA GCC 
CTT GCT GAA GAG TGG GGC TGC CCC TTT ATG (14) 

AGT AAA ACA ATG GTG GAC GAA CTC TTT GCA GAA ATT GTG 

30 

AGG CAG ATG AAC TAT GCT GCT CAG CCT GAC AAA GAT GAC 
CCA TGC TGT TCT GCA TGT AAC ATA CAA 
(15) 

Selon un autre mode de realisation avantageux, 
les acides nucleiques de 1' invention contiennent les 
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cinq enchainements de nucleotides (1), (2), (3), (4) 

et (5), definis ci-dessus. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, 

les acides nucleiques de 1' invention contiennent les 
5 cinq enchainements de nucleotides (6). (7), (8), (9) 

et (10), definis ci-dessus. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, 

les acides nucleiques de 1* invention contiennent les 

cinq enchainements de nucleotides (11) , (12) , (13) , 
10 (14) et (15), definis ci-dessus. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, 

les acides nucleiques de 1' invention contiennent 

l'enchainement de nucleotides (16), delimite par les 

nucleotides d'extremite correspondent aux 
15 nucleotides situes aux positions . 43 et 594 de la 

figure 1. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, 
les acides nucleiques de 1* invention sont constitues 
par l'enchainement de nucleotides (16), delimite par 
20 les nucleotides d'extremite correspondant aux 
nucleotides situes aux positions 43 et 594 de la 
figure 1. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, 
les acides nucleiques de- 1' invention contiennent 
25 l'enchainement de nucleotides (19) delimite par les 
nucleotides d'extremite correspondant aux 
nucleotides situes aux positions 1 et 605 de la 
figure 1.' 

Selon un autre mode de realisation avantageux, 
30 les acides nucleiques de 1' invention sont constitues 
par l'enchainement de nucleotides (19) delimite par 
les nucleotides d'extremite correspondant aux 
nucleotides situes aux positions 1 et 605 de la 
figure 1. 

35 
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Selon encore un autre mode de realisation, les 
acides nucieiques de 1' invention contiennent 
1' enchainement de nucleotides (17 > , deiimite par les 
nucleotides d'extr6mite correspondant aux 
5 nucleotides situ6s aux positions 54 et 605 de la 
figure 2. 

Selon encore un autre mode de realisation, les 
acides nucieiques de 1' invention sont constitues par 
1 ■ enchainement de nucleotides (17) , deiimite par les 
10 nucleotides d'extremite correspondant aux 
nucleotides situes aux positions 54 et 605 de la 
figure 2. 

Selon encore un autre mode de realisation, les 
acides nucieiques de 1' invention contiennent 
1 1 enchainement de nucleotides (20) deiimite par les 
nucleotides d'extremite correspondant aux 
nucleotides situes aux positions 1 et 838 de la 
figure 2. 

Selon encore un autre mode de realisation, les 
acides nucieiques de 1' invention sont constitues par 
1 1 enchainement de nucleotides (20) deiimite par les 
nucleotides d'extremite correspondant aux 
nucleotides situ6s aux positions 1 et 838 de la 
figure 2. 

Selon encore un autre mode de realisation, les 
acides nucieiques de 1' invention contiennent 
1 ' enchainement de nucleotides (18), deiimite par les 
nucleotides d'extremite correspondant aux 
nucleotides situes aux positions 4. et 552 de la 
figure 3. 

Selon encore un autre mode de realisation, les 
les acides nucieiques de 1' invention sont constitues 
par 1' enchainement de nucleotides (18), deiimite par 
les nucleotides d'extr6mite correspondant aux 
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nucleotides situ6s aux positions 4 et 552 de la 
figure 3. 

Selon encore un autre mode de realisation, les 
acides nucieiques de 1' invention contiennent 
l'enchainement de nucleotides (21) deiimite par les 
nucleotides d 1 extremite correspondant aux 
nucleotides situ6s aux positions 1 et 558 de la 
figure 3. 

Selon encore un autre mode de realisation, les 
acides nucieiques de 1' invention sont constitu6s par 
1 1 enchainement de nucleotides (21) deiimite par les 
nucleotides d* extremite correspondant aux 
nucleotides situ6s aux positions 1 et 558 de la 
figure 3. 

Les acides nucieiques (16), (17), (18), (19), 
(20) et (21) de 1' invention pr6sentent tous la 
particularite d'hybrider avec le gene Dras-3 de la 
drosophile tel que repr6sente sur la figure 5, dans 
les conditions faiblement stringentes definies ci- 
apres : 

hybridation h 60°C dans 5X SSC f 5X Denhardt, 
0,1 % SDS et 100 yg/ml d 1 ADN de sperme de saumon, 

dernier lavage dans 2X SSC et 0,1 % de SDS, & 
60°C pendant environ 15 mn. 

Les acides nucieiques (16), (17), (18), (19), 
(20) et (21) peuvent etre modifies des lors que les 
sequences d' acides amin6s qu'ils codent conservent 
leurs proprietes biochimiques et biologiques. 

De telles modifications non limitatives 
conduisent par exemple a des acides nucieiques 
variants qui se distinguent des acides nucieiques 
ci-dessus : 

- par addition et/ou 
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- suppression d'un ou de plusieurs nucleotides 

et/ou 

modification d'un ou de plusieurs 
nucleotides , 

sous reserve que 1 ' enchainement ainsi form6 soit 
capable d'hybrider avec la meme sequence d'ARN ou 
d'ADN que 1 ' enchainement correspondant non modifie, 
et que les sequences d'acides amines, cod6es par ces 
acides nucl6iques r conservent les propri6t6s 
biochimiques et biologiques indiqu6es ci-dess'us. 

Les acides nucleiques (16) et (19) peuvent 
6galement §tre caract6ris6s par la carte de 
restriction qui fait I'objet de la figure 7* 

Les acides nucleiques (17) et (20) peuvent 
egalement etre caract6ris6s par la carte de 
restriction qui fait I'objet de la figure 8. 

Les acides nucleiques (18) et (21) peuvent 
egalement etre caract6ris6s par la carte de 
restriction qui fait I'objet de la figure 9. 

Ces cartes de restriction ne sauraient etre 
interpr6tees comme ayant un caractere limitatif pour 
identifier les acides nucleiques comportant 
respectivement 1 • enchainement indique prec6demment • 

Des acides nucleiques Equivalents pourraient 
egalement etre definis par une carte de restriction 
ayant une communaute avec les cartes de restriction 
d6finies pr6c6demment d'au moins 50 % des sites de 
restriction, situ6s dans le meme ordre. 

L' invention vise egalement les sondes utilis6es 

♦ 

pour caracteriser les acides nucleiques decrits 
precedemment . 

Ces sondes sont definies par leur capacite a 
s'hybrider avec les susdits acides nucleiques ou 
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leurs sequences compiementaires dans les conditions 
d* hybridation suivantes : 

- pour les sondes susceptibles de s'hybrider 
avec les acides nucieiques (2) , (3), (4) , (5) f (7), 
(8), (9), (10), (12), (13), (14) et (15) ou leurs 
sequences compiementaires les conditions 
d' hybridation sont les suivantes : 

hybridation proprement dite : 60°C f 5X SSC, 5X 
Denhardt, 0,1% SDS f 100 ug/ml d 1 ADN de sperme de 
sauraon ; lavage : 60°C f 2X SSC, 0,1% SDS, 30 mn ; 

- pour les sondes susceptibles de s'hybrider 
avec les acides nucieiques ou les sequences 
compiementaires (1), (6) et (11) les conditions 
d 1 hybridation sont les suivantes : 

hybridation proprement dite : 45°C, 5X SSC , 5X 
Denhardt, 0,1% SDS, 100 jig/ml d'ADN" de sperme de 
saumon ; 

1° lavage : temperature ambiante, 2X SSC , 0,1% 
SDS, 30mn, 

2° lavage : 45°C, 2X SSC, 0,1% SDS, 30mn. 

Comme sonde oligonucieotidique pour identifier 
les sequences d' acides nucieiques de 1' invention, on 
peut par exemple utiliser la sonde constitute par la 
sequence oligonucieotidique suivante : 
GAA ATC CTG GAT ACT GCA GGG ACA GAG CAA TTT 
ou la sequence compl6mentaire correspondante. 

Pour identifier les acides nucieiques (16) et 

(19) de 1 'invention, on peut, par exemple, utiliser 
comme sonde la sequence d 'oligonucleotides d61imit6e 
par les nucleotides correspondant aux nucleotides 
situ6s aux positions 493 et 605 de la figure 1, ou 
la sequence compiementaire correspondante. 

Pour identifier les acides nucieiques (17) et 

(20) de 1" invention, on peut, par exemple, utiliser 
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comme sonde la sequence d' oligonucleotides d61imit6e 
par les nucleotides correspondant aux nucleotides 
situ6s aux positions 504 et 838 de la figure 2, ou 
la sequence compl6mentaire correspondante. 

Pour identifier les acides nucl6iques (18) et 
(21) de l 1 invention, on peut, par exemple, utiliser 
comme sonde la sequence d' oligonucleotides deiimitee 
par les nucleotides correspondant aux nucleotides 
situ6s aux positions 451 et 558 de la figure 3 f ou 
la sequence compiementaire correspondante. 

L ■ invention se "rapporte 6galement k un acide 
nucieique recombinant caracterise en ce qu'il 
contient un acide nucieique tel que decrit plus 
haut, ins6re dans un acide nucieique heterologue 
vis-^-vis du susdit fragment. 

L ' acide nucieique het6rologue ci-dessus peut 
consister en un acide nucieique ou un fragment 
d' acide nucieique appar tenant & une bacterie ou 
encore k une cellule eucaryote, ladite bacterie ou 
ladite cellule eucaryote etant choisie en tant que 
systeme d' expression d'un des fragments d'ADN decrit 
precedemment . 

Un autre acide nucieique heterologue convenable 
pour la realisation de 1' invention peut 6galement 
consister en un plasmide ou un phage. 

L* invention concerne en outre un vecteur 
recombinant, en particulier pour le clonage et/ou 
1' expression d'un acide nucieique selon 1' invention, 
ledit vecteur etant notamment du type plasmide ou 
phage, caracterise en ce qu'il contient un acide 
nucieique recombinant comme defini ci-dessus, 
contenant le susdit acide nucieique en I'un des 
sites non essentiels pour sa replication. 
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Ce vecteur recombinant peut ainsi etre form6 
par 1 • ADN h6t6rologue precedent dans la mesure oft 
celui-ci constitue un systeme autonome de 
replication. 

5 Dans un mode de realisation particulier de 

1" invention, le vecteur recombinant ci-dessus est un 
vecteur d' expression contenant en l'un de ses sites 
non essentiels pour sa replication, des elements 
n6cessaires pour promouvoir 1 ' expression, dans un 
h6te cellulaire, d'un acide nucieique codant pour 
une sequence decides amin6s de 1' invention, un 
promoteur compatible avec ledit hote cellulaire, en 
particulier un promoteur inductible, et 
eventuellement une sequence signal et/ou une 
sequence d'ancrage. 

Le choix du promoteur, de la sequence signal et 
de la sequence d'ancrage est determine en fonction 
de la nature du systeme d' expression choisi. Un 
vecteur recombinant particulier approprie k 
1' expression des sequences d'acides amines selon 
1" invention dans E. Coli, qui comprend, en un site 
non essentiel pour sa replication : 

- les 616ments permettant son insertion dans 
E.Coli r 

les elements permettant 1' expression de 
1' acide nucl6ique ins6re dans le vecteur par E.Coli, 

- et eventuellement les elements permettant 
1 1 exportation du produit resultant de 1' expression 
du susdit acide nucieique. 

Un autre vecteur recombinant est caract6ris6 en 
ce qu'il contient les 616ments permettant d 1 insurer 
un acide nucl6ique f decrit plus haut, dans une 
levure et 1-' expression de cet acide nucieique dans 
cette levure. 
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D'autres cellules eucaryotes pourront §tre 
choisies pour insurer le vecteur recombinant 
contenant l'acide nucldique de 1' invent ion, ce choix 
6tant orient^ par la capacity de ladite cellule 
eucaryote ci organiser l. 1 expression dudit acide 
nucl6ique. 

L ' invention se rapporte encore aux hotes 
cellulaires transform6s par un vecteur recombinant 
tels que ceux dEcrits plus haut, lequel vecteur est 
capable de se r6pliquer dans ledit microorganisme. 

Un premier h6te cellulaire pr6f6r6 est 
constitufe par E.coli transform^ par un vecteur 
recombinant tel que d§crit pr6c6demment. 

Un autre hote cellulaire pr6f6r6 est une levure 
transform^ par un vecteur recombinant. La levure 
gen6ralement utilis6e est Saccharomyces Cerevisiae* 

D'autres hotes cellulaires peuvent encore etre 
mis en oeuvre. 

L' invention vise naturellement le produit 
d 1 expression de chacun des -microorganismes 
transform^ par I'un des vecteurs recombinants 
dEcrits dans les pages precedentes. 

L 1 invention vise Egalement un precede de 
preparation des nouveaux peptides sus-mentionn6s par 
synthase qui comprend soit 1' addition 6tape par 
6tape des rEsidus peptidiques choisis, avec 
1' addition ou 1 ' Elimination de groupes protecteurs 
quelconques des fonctions amino et carboxyles, ou 
addition de rEsidus peptidiques choisis afin de 
produire des fragments suivis d'une condensation 
desdits fragments en une sequence en acides amines 
appropriEe, avec addition ou Elimination des groupes 
protecteurs choisis. 
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L 1 invention vise 6galement un proc6d6 de 
preparation d'une sequence d'acides amin6s conforme 
h la description ci-dessus, caract6rise en ce que : 
on cultive r dans un milieu de culture 
5 approprie, un h6te cellulaire pr6alablement 
transform^ par un vecteur approprie contenant un 
acide nucieique pr6cedemment d6fini, 

- on r6cup6re k partir du susdit milieu de 
culture la sequence d'acides amines produite par 
ledit microorganisme transform^, apr£s lyse de la 
membrane cellulaire de ce dernier. 

Le proc6d6 de preparation d'une sequence 
d'acides amines determinee peut etre en particulier 
caract6ris6 par la mise en culture de E.coli 
transform6e par un vecteur recombinant dfecrit plus 
haut et par 1' arret de la culture en fin de phase 
exponentielle de croissance dudit E.coli , et 
recuperation de la sequence d'acides amines 
determinee k partir du milieu de culture exempt des 
autres proteines et enzymes exocellulaires 
susceptibles d'etre secretees par E.coli - 

Le proc6d6 de preparation d'une sequence 
d'acides amin§s determinee peut encore §tre applique 
k une levure transformee par un vecteur recombinant 
tel que decrit plus haut cette levure 6tant plac6e 
en culture dans un milieu appropri6 et ladite 
culture 6tant arretee en fin de phase exponentielle 
de croissance de la levure utilisee. 

L 1 invention se rapporte 6galement k des 
anticorps dirig6s contre les sequences d'acides 
amines ci-dessus. En particulier, 1* invention vise 
des anticorps monoclonaux. 
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De tels anticorps monoclonaux peuvent etre 
produits par la technique des hybridomes dont le 
principe g6n6ral est rappel6 ci-apr6s^ 

Dans un premier temps, on inocule une des 
s6quences d'acides amines ci-dessus k un animal 
choisi, dont les lymphocytes B sont alors capables 
de produire des anticorps contre cette sequence en 
acides amines, ces lymphocytes producteurs * 
d' anticorps sont ensuite fusionn^s avec des cellules 
my61omateuses "immortelles" pour donner lieu k des * 
hybridomes. A partir du melange h§t6rog6ne de 
cellules ainsi obtenu, on realise alors une 
selection des cellules capables de produire un 
anticorps particulier et de se multiplier 
ind6f iniment . Chaque hybridome est multiplife sous 
forme de 61one, chacun conduisant k la production 
d'un anticorps monoclonal dont les propri6t6s de 
reconnaissance vis-&-vis des sequences decides 
aminfes de 1' invention pourront §tre test6es par 
exemple sur colonne d'affinit6. 

L T invention concerne 6galement une m§thode de 
d&pistage in vitro des sequences d'acides amines 
sus-mentionn6es, k partir d'un pr61evement 
biologique susceptible de les contenir. Une telle 
m6thode de dfepistage selon 1' invention, peut etre 
r6alis6e soit k I'aide des anticorps monoclonaux 
sus-mentionn6s, soit k I'aide des sondes 
oligonucl6otidiques decrites ci-dessus. 

Le pr61£vement biologique sus-mentionn6 est f 
effectu6 soit dans des tissus fluides, tels que le 
sang, soit dans des organes, ce dernier type de * 
pr616vement permettant notamment d'obtenir des 
coupes fines de tissus sur lesquelles les anticorps 
sus-mentionn6s sont ultferieurement fix6s. 
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La methode de depistage selon 1' invention, 
procedant par 1 1 intermediate des anticorps sus- 
mentionnes comprend notamment les etapes suivantes: 

- la mise en contact d'au moins un des anticorps 
reconnaissant specif iquement une sequence d'acides 
amines de 1' invention, avec le susdit prelevement 
biologique ; 

- la detection a l'aide de tout moyen approprie des 
eventuels complexes immunologiques formes entre les 
sequences d'acides amines et les anticorps sus- 
mentionnees. 

Avantageusement, les anticorps utilises pour la 
mise en oeuvre d'un tel procede sont marques 
notamment de maniere enzymatique ou radio-active. 

Une telle methode selon 1' invention peut 
notamment §tre realisee suivant la methode ELISA 
(enzyme linked sorbent assay) qui comprend les 
etapes suivantes : 

- fixation' d* une quantite predeterminee d' anticorps 
marques a l'aid'a d'un marqueur enzymatique sur un 
support solide, tel qu'un puits d'une microplaque ; 

- addition du prelevement biologique (sous forme 
liquide) sur ledit support ; 

incubation pendant un temps suffisant pour 
permettre la reaction immunologique entre lesdits 
anticorps et les s6quences en acides amines sus- 
mentionnees ; 

- addition d'un substrat specif ique de l'activite 
enzymatique liberee lors de la reaction 
immunologique precfedente; 

- detection, a l'aide de tout moyen approprie, de la 
degradation du substrat par 1* enzyme ; et 

- correlation de la quantite d' enzymes liberees a la 
quantite de sequences d'acides amines presentes. 
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Selon un autre mode de realisation de la 
methode de depistage de 1' invention, les anticorps 
sus-mentionn6s ne sont pas marques et la detection 
des complexes immunologiques form6s entre les 
sequences en acides amines et lesdits antic&rps est 
r6alis6e k I'aide d'une immunoglobuline marqu6e 
reconnaissant lesdits complexes. 

la methode de d6pistage selon 1 ' invention peut 
6galement §tre r6alis6e par une technique immuno- 
enzymatique suivant un m6canisme de competition 
entre les sequences d' acides amines susceptibles 
d'§tre contenues dans le pr6ievement biologique, et 
des quantites pr6d6termin6es de ces memes sequences 
d' acides amines, vis-i-vis des anticorps sus- 
mentionnes. Dans ce dernier cas, les sequences 
d' acides amines de 1' invention en quantity 
pred6termin6e sont avantageusement marquees k I'aide 
d'un marqueur enzymatique. 

L' invention ne se limite nullement aux modes de 
realisation decrits ci-dessus pour le d6pistage in 
vitro des sequences d' acides amines de 1' invention, 
ce depistage pouvant §tre realise a I'aide de toute 
autre methode immunologique f notamment 

immunoenzymatique actuellement connue. 

L' invention concerne 6galement une m6thode de 
depistage in vitro des sequences d' acides amin6s de 
1' invention realis6e k partir d'un preievement 
biologique susceptible de contenir des acides 
nucieiques codant pour lesdites sequences d' acides 
amin6s f caracteris6e en ce qu'elle comprend: 
- la mise en contact d'au moins une des sondes 
oligonucl6otidiques decrites ci-dessus avec le 
susdit preievement biologique ? 
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- la detection a l'aide de tout moyen approprie des 
eventuels complexes d' hybridation formes entre les 
sondes et les acides nucleiques sus-mentionnes . 

Le prelevement biologique sus-mentionne est, 
b prealablement a la mise en oeuvre du depistage, 
traite de maniere a ce que les cellules qu'il 
contient soient lysees, et en ce que le materiel 
genomique contenu dans lesdites cellules soit 
fragmente a l'aide d' enzymes de restriction du type 

Eco RI , BamH I etc. 

Avantageusement , les sondes oligonucleotidiques 
sont marquees a l'aide d'un marqueur enzymatique ou 
radio-actif. Ces sondes sont placees sur un support 
approprie, notamment sur un filtre de nitrocellulose 
ou autre, par exemple nylon, sur lequel est ensuite 
additionne le prelevement biologique traite comme il 
l'a ete indique ci-dessus. 

L' invention a egalement pour objet une methode 
de diagnostic in vitro de maladies correlees a des 
teneurs en sequences d' acides amines de 1* invention 
situees a l'exterieur du domaine delimite par les 
valeurs extremes correspondant generalement a l'etat 
physiologique d'un individu sain, par mise en oeuvre 
d'une des methodes de depistage in vitro sus- 
mentionnees. 

La presence de faibles quantites, voire 
1' absence totale, des sequences d' acides amines de 
1' invention dans les prelevements biologiques 
testes, ou au contraire la surexpression desdites 
sequences dans les cellules du prelevement, temoigne 
d'un desequilibre probable entre les facteurs anti- 
oncogeniques et oncogeniques de ces cellules, et ce 
en faveur de ces derniers, risquant de declencher 
une pathologie cancereuse, notamment par perte 
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d 1 inhibition de contact entre les cellules du tissu 
ou de l'organe k partir duquel le pr616vement a 6t6 
ef fectu6. 

L 1 invention a 6galement pour objet des 
n6cessaires ou kits pour la mise en oeuvre des 
mfethodes de d6pistage in vitro sus-mentionn6es . 

A titre d'exemple, de tels kits comprennent 
notamment : 

une quantity dfeterminee d'au moins un des 
anticorps monoclonaux sus-mentionn6s susceptibles de 
donner lieu k une reaction immunologique specifique 
avec une des sequences d' acides amines de 
1' invention ; 

avantageusement , un milieu appropri6 k la 
formation d'une reaction immunologique entre les 
sequences d* acides amines et les anticorps sus- 
mentionn6s , 

avantageusement f des r6actifs permettant la 
detection des complexes immunologiques produits lors 
de la reaction immunologique sus-mentionn6e. 

Dans le cadre de la mise en oeuvre d'une 
mfethode de depistage in vitro utilisant des sondes 
oligonucl6otidiques, les kits utilises comprennent 
par exemple : 

- une quantite d6termin6e d'au moins une des sondes 
oligonucl6otidiques sus-mentionn£es susceptibles de 
donner lieu k une reaction d' hybridation avec un des 
acides nucl6iques sus-mentionn6s codant pour les 
sequences d' acides amines de 1* invention f 

- avantageusement un milieu appropri6 k la formation 
d'une r6action d 1 hybridation entre les acides 
nucl6iques et les sondes sus-mentionn6es ; 
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avantageusement, des r6actifs permettant la 
detection des complexes d •hybridation produits lors 
de la r6action d' hybridation sus-mentionn6e . 

L s sequences d'acides amin6s selon 1" invention 
pr6sentent d' int6ressantes propri6t6s revertantes. 

Pour mettre en Evidence ces propri6t6s, on 
procdde de la fagon suivante : 

- on insure une des sequences nucl6otidiques 
RAP1A, RAP IB ou RAP 2 normale et mut6e dans un 
vecteur d' expression eucaryote avec un promoteur 
fort tel que LTR , 

- on effectue des transf ections k l'aide du 
susdit vecteur sur des cellules qui ont 6t6 
pr6alablement transf orm6es par le g&ne RAS , 

- on co-transf ecte ces cellules avec le gdne 
RAP1A ou RAP IB ou RAP 2 et un gdne de resistance & un 
antibiotique, par exemple la n6omycine, comme 
marqueur de selection , 

- on fait exprimer RAP1A ou RAP IB ou RAP 2 dans 
ces cellules et on peut observer une reversion 
ph6notypique, 

- on isole les cellules qui ont un ph6notype 
normal revertant, on les analyse et on constate 
1' expression du g£ne RAP1A ou RAP IB ou RAP 2 (d'une 
part en ARN et d' autre part en prolines) 
directement responsables de la reversion. 

Plus pr<§cis6ment, afin d'aborder l'6tude 
fonctionnelle des prot6ines produits des g6nes RAP1A 
et RAP2 , ont 6t6 d6velopp6s deux types d'outils, 
anticorps et lign6es cellulaires surproductrices ; 

- les cDNAs correspondant aux gdnes RAP1A et 
RAP 2 ont 6t6 ins6r6s dans des vecteurs d' expression 
eucaryotes et transf6r6s par transfection dans 
diff6rentes lign^es cellulaires, par exemple des 
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cellules f ibroblastiques en culture d'origine murine 
MIH3T3 dans le cas de RAP1A et RATI dans le cas de 
RAP 2 . L 1 ADNc du g6ne RAP 2 ne semble conf6rer aucun 
ph6notype particulier lorsqu'il est exprim6 dans des 
fibroblastes normaux. Par centre, sa surexpression 
dans des lignfees trans form§es par les oncogenes H- 
ras et Ki-ras est corr616e k une reversion 
ph6notypique de ces cellules vers un ph6notype non 
transform^; 

- des anticorps polyclonaux de lapin ont 6t6 
g6n6r6s contre les prot6ines RAP1A et RAP 2 ou des 
peptides d6riv§s de leur sequence. Les anticorps 
obtenus reconnaissent de fa<?on sp6cifique la 
prolines RAP1A ou RAP 2 et ne presentent pas de 
reaction crois6e avec la prot6ine H-ras; 

l 1 utilisation de ces anticorps pour 
immunoprecipiter la prot6ine RAP2 dans les lign6es 
cellulaires la surexprimant a permis de montrer que 
c r est une prot6ine membranaire. Elle est synth6tis6e 
sous la forme d'un precurseur qui est rapidement 
modifie pour donner naissance k la forme mature de 
la prot^ine; celle-ci est relativement stable in 
vivo avec un temps de demi-vie mfetabolique de 
1'ordre de 12-24 h. 

Les sequences d'acides amines de 1' invention 
pr6sentant les propri6t6s de reversion indiqu6es 
ci-dessus sont susceptibles d'etre utilisees pour le 
traitement th6rapeutique de maladies li6es aux g£nes 
RAS ou de maladies dans lesquelles le g&ne RAP 
pourrait §tre mis en cause, soit par mutation, soit 
par mauvaise expression dans certaines cellules. 

Pour ce faire, on introduit le g6ne qui code 
pour 1'une des sequences .d'acides amin6s de 
1" invention dans un vecteur d" expression, lequel 
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doit §tre compatible avec les cellules vers 
lesquelles on veut les diriger et dont les 
promoteurs doivent etre 6galement compatibles avec 
lesdites cellules. 

On cible ensuite le vecteur pour qu'il aille se 
fixer dans les cellules vis6es, afin que celles-ci 
le phagocytent et qu*il soit Iib6r6 et exprimfe dans 
lesdites cellules. 

EXEMPLE 1 : CLONAGE ET SEQUENCAGE PES AC IDES 

NUCLEIOUES RAP1A ET RAP 2 : 

1) Isolement des clones humains d 1 ADNc homologues au 
g6ne Dras-3 de la drosophile : 

On utilise une banque d ' ADNc construite dans 
le phage A gtlO k partir d'ARNm de cellules de 
lymphocytes B humains (lign§e Raji) et criblee sous 
des conditions d 'hybridation faiblement stringentes 
(d6finies ci-apr6s dans le paragraphe intitule 
"Mat6riels et m6thodes n ) avec 1' insert complet d 1 ADN 
Dras-3 de la drosophile. 

On isole 15 phages k partir de 100 000 phages 
recombinants. Les inserts EcoRI sont purifies r 
sounds k des reactions d'hybridation crois6e les uns 
vis-&-vis des autres sous des conditions fortement 
stringentes (d^finies ci-apres dans la paragraphe 
intitul6 "Mat6riels et mSthodes") et sont 
partiellement s6quenc6s. On peut ainsi identifier 
deux categories de clones, 14 d6rivant d'un meme 
g6ne et un quinzi^me d^rivant d'un autre gdne 
voisin. 

On d6signe par RAP1A le clone de la premiere 
famille et par RAP 2 1' unique clone de la seconde 
famille. 

De 1 'ADN g6nomique humain originaire de 
placenta a 6t6 hydrolys6 par les enzymes de 
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restriction suivantes BamHI, Ecorl et Hindlll, et 
les colonnes A,B,C f D r E et F correspondent 
respectivement k : 

colonne A : BamHI 

colonne B : BamHI + EcoRI 

colonne C : BamHI + Hindlll 

colonne D : Hindlll 

colonne E : Hindlll + EcoRI 

colonne F : EcoRI 
puis hybridfe avec les inserts EcoRI respectivement 
de I'ADNc des clones RAP1A et RAP 2 . 

La figure 4 montre le profil d' hybridation des 
g£nes cellulaires RAP1A (1) et RAP 2 (2) . 

La taille des fragments determines par le 
marqueur d' Hindlll est port6 & gauche en kilo 
paires de base. 

2) Sequence nucl£otidique des ADNc de RAP1A et RAP 2 : 

On determine la sequence nucl6otidique des 
inserts de 1 450 paires de base et 980 paires de 
base des ADNc respectivement de RAP1A et RAP 2 . 

Les sequences d f amino acides cod6es par ces 
clones sont respectivement representees sur les 
figures 1 et 3. 

Sur les figures 1 et 3, on a egalement 
represent^ les sequences d' acides nucieiques codant 
respectivement pour RAP1A et RAP 2* 

Les proteines RAP1A et RAP 2 consistent 
respectivement en des sequences peptidiques de 184 
et 183 amino acides, y compris la methionine 
initiale, et ont un poids molfeculaire calcuie 
respectif de 20.900 et 20.700d. 

3) Homologies entre les prot6ines RAP1A et RAP 2 et 
les proteines Dras-3, K-ras r ral et R-ras : 
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Les homologies entre d'une part la proteine 
RAP1 et, d* autre part, la proteine Dras-3 de la 
drosophile et les proteines K-ras, ral et R-ras 
sont respectivement de 66,5%, 53%, 44% et 41%. 

En ce qui concerne la region la plus conserv6e 
des proteines ras, de 1* amino acide 1 a 84, les 
pourcentages sont de 78,5% pour la proteine Dras-3 
de la drosophile, 59,5% pour K-ras, 56% pour ral et 
63% pour R-ras. 

Une comparaison globale cellulaire pour la 
proteine RAP2 conduit a une homologie de 48% avec 
Dras-3 de la drosophile, 46% avec K-ras. 38% avec 
ral et 37% avec R-ras. 

Lorsqu'on ne considere que les 84 premiers 
amino acides ces pourcentages sont de 63 pour 
Dras-3, 52 K-ras et ral, 56% pour R-ras. 

On a represente sur la figure 5 les alignements 
des- proteines RAP1A et RAP 2 avec la proteine humaine 
K-ras (exon 4B) et la proteine Dras-3 de la 
drosophile. La numerotation de reference est celle 
de la proteine K-ras. 

Sur cette figure 5 les regions de fixation du 
GTP sont encadrees. La region de l'effecteur est 
soulignee par 1 trait continu et la region 
d'attachement a la membrane intracellulaire est 
soulignee en pointilles. 

Quatre domaines impliques dans le site de 
liaison aux nucleotides a guanine des prot6ines ras 
(Barbacid, M. (1987) Annual Review of Biochemistry, 
56, 779-827) et correspondant aux sequences d' amino 
acides 10 a 17, 57 a 63, 113 a 120 et 143 a 147 sont 
hautement conserves parmi les proteines RAP, K-ras 
et Dras-3. 
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Les prolines RAP1A et RAP 2 comme la prot6ine 
Dras-3 ont une threonine en position 61 k la place 
d'une glutamine pr6sente dans toutes les prot6ines 
ras et les prot6ines voisines des prot6ines ras, non 
oncogenes, connues k ce jour. 

Le domaine des r§sidus 32 k 42, pour les 
prot6ines ras - qui correspond au domaine impliqu6 
dans 1' interaction avec un effecteur - est identique 
dans la prot6ine RAP1A et ras, et diff^re d'un amino 
acide dans la prot£ine RAP 2 par rapport k la 
prot6ine ras. 

La region C-Terminale des prot6ines ras est 
caract6ris6e par la sfequence Cys-A-A-X, dans 
laquelle A est un amino acide aliphatique et X 
l'amino acide C-Terminal (Powers et al., (1984) 
Cell, 36, 607-612). Cette sequence est n6cessaire 
pour la liaison lipidique posttraductionnelle et 
l'ancrage dans la membrane du plasma (Fujiyama et 
al. (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 
1266-1270) . 

5) Transcription des g6nes RAP1A et RAP 2 : 

La transcription des g6nes RAP1A et RAP 2 est 
effectu6e par transfert d'ARN sur membrane apr£s 
61ectrorophor£se sur gel selon la technique d£sign£e 
par "Northern Blot". Les conditions utilis6es pour 
le "Northern Blot" sont rappel6es ci-apr&s dans le 
paragraphe intitule "Mat6riels et m6thodes". 

Avec une sonde prdvenant de RAP1A, on met en 
Evidence trois sequences d'ARN (c ' est-&-dire trois 
transcripts) respectivement de. 1.600, 2.700 et 5.400 
nucleotides . 

Avec une sonde provenant de RAP2, on met en 
6vidence trois sequences d'ARN, respectivement de 
2.200, 2.500 et 4.600 nucleotides. 
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La sonde provenant de RAP1A est un 
polynucleotide deiimite par le fragment Pstl-Bglll 
de la sequence (19) et dont la premiere extr§mit6, 
correspondant k la restriction par PstI, est 
representee sur la figure 7, eit la deuxieme 
extr6mit6 correspondant k la restriction par Bglll, 
se trouve 520 paires de base k droite de la premiere 
extr6mit6. 

La sonde provenant de RAP2 est un 
polynucleotide d61imit6 par le fragment Hindll-PstI 
de la sequence 21 et dont la premiere extr6mit6 
correspondant k la restriction par Hindu est 
representee sur la figure 9 et la deuxieme 
extremite, correspondant k la restriction par PstI, 
est situ6e 340 paires de base k droite de la 
premiere extr6mit6. 

On a repr6sente sur la figure 6, 1' etude des 
transcripts de RAP1A (colonne 1) et de RAP 2 (colonne 
2) apres eiectrophorese et transfert d'ARNm polyA+ 
extrait de lymphocytes humains. La taille des 
differents ARN est mentionn6e sur la gauche en 
kilobase. 

6) Mat6riels et methodes : clonage et sequen<?age des 
ADNc de RAP1A et RAP2 : 

Pour identifier les ADNc de RAP, on a cribie 
une banque humaine, construite dans le phage AgtlO, 
avec un insert d'EcoRI de 700 paires de base du 
clone d 1 ADNc Dras-3 de la drosophile (Schetjer et 
al., (1985) EMBO J. , 4, 407-412). On a effectue 
1 'hybridation dans des conditions faiblement 
stringentes : k savoir hybridation a 60°C dans 5 x 
SSC, 5 x Denhardt, 0,1% SDS, 100 pg/ml d 1 ADN de 
sperme de saumon. Le dernier lavage est effectue 
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dans 2 x SSC et 0,1% SDS k 60 °C pendant environ 15 
mn • 

Les conditions fortement stringentes utilisfees 
pour I 1 hybridation crois^e des inserts EcoRI sont 
les suivantes : 

on effectue 1 'hybridation dans les conditions 
suivantes : 5 x SSC, 5 x Denhardt, 0,1% SDS et 100 
Ug/ml d'ADN de sperme de saumon k 65 C C. 

Le lavage est effectu6 de 0,1% SSC et 0,1% SDS 
k 65°C pendant 30 mn. 

La sequence nucl6otidique de 1* insert complet 
d' EcoRI des clones RAP1A et RAP 2 est dfeterminee en 
utilisant les vecteurs M13 par la m6thode de 
terminaison de chaine par dideoxy nucleotide 
(Messing, J. (1983) Methods Enzymol., 101, 20-78). 
7) Analyse Northern et Southern Blot : 

La technique d6sign6e par "Southern Blot" est 
effectuee comme d£crit dans 1' article de Southern, 
E. (1975) J. Mol. Biol., 98, 503. 10 ug d'ADN 
placentaire humain dig6r6 avec des endonucl6ases de 
restriction sont soumis k une electrophorese sur un 
gel d' agarose k 0,8%, transf6r6s sur filtre de 
nitrocellulose et hybrid£s avec 1' insert de EcoRI de 
chacun des clones RAP1A et RAP2 . 

On effectue 1 'hybridation dans les conditions 
suivantes : 5 x SSC, 5 x Denhardt, 0,1% SDS et 100 
yg/ml d'ADN de sperme de saumon k 65 C C. 

Le lavage est effectue k 1'aide de 0,1% SSC et 
0,1% SDS k 65°C pendant 30 mn. 

En ce qui concerne la technique d6sign6e par 
"Northern Blot" pour determiner les sequences d'ARN, 
on prepare des ARN cytoplasmiques k partir de 
lymphocytes p6ripheriques du sang (Perry et al., 
(1972) BBA, 262, 220-226). 

On fractionne 5 pg d'ADN polyA^ sur des gels de 
formaldehyde et d' agarose k 1%, avant le transfert 
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sur des membranes de nylon (commercialisees sous le 
nom de Pall) , et on hybride les filtres avec les 
sondes provenant de RAP1A et de RAP2, definies 
precedemment. 

5 Toutes les sondes sont marquees avec 38 P par la 

technique d' initiation au hasard (Amersham) pour 
obtenir une activite d' environ 3 x 10* CPM/ug. On 
effectue les hybridations dans de la formamide a 50% 
a 42 °C selon la methode decrite dans 1" article de 

10 Maniatis et al., (1982) Molecular cloning, Cold 
Spring Harbor Laboratory. 

EXEMPLE 2_L CLONAGE ET SEOUENCAGE DE RAP1B: 

On utilise 1' insert du cDNA de RAP1A pour 
cribler une banque de cDNA humaine preparee dans le 
phage AgtlO. 

L ' insert RAP1A est marque au 32 P et permet 
d' identifier un phage dont 1' insert (de 2100 pb) , 
apres sous-clonage , est sequence. 

La sequence d'acides nucleiques et la sequence 
d'acides amines codee par cet acide nucleique sont 
representees sur la figure 2. 

La recherche d'homologie d'une part entre cette 
sequence d'acides amines et les proteines RAP1A et 
RAP 2 , montre que cette sequence d'acides amines a 
une homologie de 95% par rapport a RAP1A et 61% par 
rapport a RAP2. 

Cette sequence d'acides amines sera par la 
suite designee par RAP1B. Elle presente un poids 
moleculaire calcule de 20 800 d. 

EXEMPLE 3_L PRODUCTION DE LA PROTEINE RAP1A DANS UN 
VECTEUR D' EXPRESSION BACTERIEN; 

a) On sous-clone l'ADNc de RAP1A en vue de son 
amplification, dans le vecteur PUC8, au site EcoRI. 
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Apr&s culture , on extrait l'ADNc et on le 
soumet k 1' enzyme de restriction Bgl2, puis £ EcoRI, 
et on r6cup£re ainsi un fragment d'ADN qui 
correspond k la region complete codant pour la 
prot6ine RAP1A. 

Le fragment EcoRI/Bgl2 est clone dans le phage 
M13Mpll aux sites BamHI et EcoRI , ce qui permet, 
apr£s culture du phage, de r6cupferer l'ADN simple 
brin. 

On effectue une mutag6n6se dirigee en utilisant 
un oligonucleotide de synthase de sequence suivante: 
5 ' CAGATCACATATGCGTGAGTAC 3 ' , 

cet oligonucleotide 6tant pr6alablement phosphoryie 
par la polynucleotide kinase. 

On introduit ainsi un site NDE1 en amont de 
l'ATG correspondant k 1' initiation de la proteine 
RAP1A. 

On prepare ensuite des recombinants de M13Mpll. 
Pour ce faire, on coupe par 1' enzyme de restriction 
NDE1 1 1 ADN double brin de M13Mpll et on repare le 
site NDE1 k l'aide de 1' enzyme de Klenow. 

On coupe ensuite par 1' enzyme de restriction 
Hindlll. Le fragment ainsi obtenu est alors lie au 
vecteur M13Mpll coupe par EcoRI-Hindlll , le site 
EcoRI du susdit vecteur ayant ete repare par 
1' enzyme de Klenow avant ligation. 

On effectue une mutag6nese dirigee en utilisant 
l 1 oligonucleotide de synthese de sequence suivante 
phosphoryie par la polynucleotide kinase: 
5' CCAGTGAATTCTATGCGTGAG 3' 

Cet oligonucleotide permet d'inserer un C au 
site de ligation de M13Mpll et de RAP1A et 
reconstituer ainsi un site EcoRI. On obtient ainsi 
le phage M13Mpll contenant la sequence RAP1A. 
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L ' insert RAP1A pourra §tre isole en coupant le phage 
aux sites EcoRI et Hindlll. 

b) On prepare ensuite de l'ADN double brin de 
M13MP11. On coupe par EcoRI et Hindlll pour preparer 
5 l- insert RAP1A en vue du clonage dans un vecteur 
d' expression bacterien. 

On utilise par exemple comme vecteur 
d' expression celui qui est decrit dans 1' article 
Tucker et al., EMBO J., vol. 5, 6. p. 1351-1358 
(1986). Plus precisement, le vecteur utilise est le 

vecteur ptac-cHras. 

Le vecteur ptac-Hcras peut §tre obtenu a partir 
du vecteur pKM-tacI selon la construction decrite 
dans le susdit article de Tucker. Quant au vecteur 
pKM-tacI, il peut etre obtenu selon la construction 
decrite dans 1' article de Hermann A. De Boer et al., 
PNAS, vol. 80, p. 21-25, janvier 1983. 

Le vecteur ptac-Hcras est sounds a 1' enzyme de 
restriction Hindlll, puis a EcoRI, de fagon 
partielle afin de garder un fragment d 1 environ 300 
paires de base EcoRI-EcoRI qui contient le promoteur 
tac inductible. 

On insere dans le vecteur ainsi prepare, le 
fragment EcoRI-HindHI de RAP1A et on effectue une 
25 ligation. A l'aide du vecteur obtenu, on transforme 

ensuite une souche de E. coli, telles que celles 
connues sous la designation de PRIAM15, ou HB101 - 

vecteur PDMI. 

c) On procede ensuite a 1' expression de la 

30 proteine RAP1A de la facon suivante. 

A partir d'une culture qui dure environ 12 
heures, on fait un ensemencement avec l/100e du 
milieu de culture et on laisse pousser environ 3 
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heures en induisant ulterieurement environ 12 heures 
avec de I'IPTG, k une concentration de 50 yM. 

On recup^re ensuite la proteine RAPIA exprim6e 
par la souche de E. coli selon des techniques 
classiques. Cette proteine se pr6sente sous forme 
soluble . 

EXEMPLE 4: PRODUCTION DE LA PROTEINE RAPIA MUTEE EN 
POSITION 61 DANS UN VECTEUR D' EXPRESSION: 

On proc£de comme indique au paragraphe a) de 
l'exemple 3 c'est-&-dire jusqu'& l f obtention d'un 
phage M13Mpll contenant la sequence RAPIA donees 
aux sites EcoRI et Hindlll. 

L'ADN simple brin du phage M13Mpll est prepare 
par mutagenese dirig^e en utilisant les 
oligonucleotides de synthase suivants phosphoryles 
par la polynucleotide kinase: 

5 1 GAT-ACT-GCA-GGG-CAA-GAG 3' (A) (pour transformer 
la threonine "61" en glutamine) 

5' GAT-ACT-GCA-GGG-GTA-GAG 3' (B) (pour transformer 
la threonine "61" en valine) 

On introduit ainsi en position 61, une 
glutamine k la place de la threonine dans le cadre 
de 1 'oligonucleotide (A) et une valine ci la place de 
la threonine dans le cadre de 1 1 oligonucleotide (B) . 

Les ADN double brin respectifs de chacune des 
deux sequences RAPIA modifi6es comme indique ci- 
dessus sont alors prepares , puis coup6s par les 
enzymes EcoRI et Hindlll, puis clone dans le vecteur 
d 1 expression comme indique au paragraphe .b) de 
l'exemple 3. 

L'obtention des deux proteines modifiees est 
effectuee suivant le paragraphe c) de l'exemple 3. 
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EXEMPLE 5: PRODUCTION DE LA PRQTEINE RAP1A MUTEE EN 
POSITION 35 DANS UN VECTEUR D ' EXPRESSION : 

On procede comme indique a l'exemple 4. La 
mutagenese dirigee est effectuee en utilisant 
1* oligonucleotide de synthese suivant phosphoryle 
par la polynucleotide kinase: 
5' TAT GAC CCA GCG ATA GAA GAT 3' 
pour transformer la threonine "35" en alanine. 
EXEMPLE 6: PRODUCTION DE LA PRQTEINE RAP1A MUTEE EN 
POSITION 12 DANS UN VECTEUR D ' EXPRESSION : 

On procede comme indique k l'exemple 4. La 
mutagenese dirigee est effectuee en utilisant 
1' oligonucleotide de synthese suivant phosphoryle 
par la polynucleotide kinase: 
5' CTT GGT TCA GTA GGC GTT 3' 
pour transformer la glycine "12" en valine. 
pyfmpt.f 7: PRODUCTION DE LA PRQTEINE RAP1A MUTEE EN 
POSITION 17 DANS UN VECTEUR D ' EXPRESSION : 

On procede comme indique k l'exemple 4. La 
mutagenese dirigee est effectuee en utilisant 
1' oligonucleotide de synthese suivant phosphoryle 
par la polynucleotide kinase: 
5' CGT TGG GAA GAA TGC TCT GAC A 3' 
pour transformer la serine "17" en asparagine.. 
Fi'ifFMPTiF «• PPnnnrTTQN nK LA PRQTEINE RAP1A MUTEE EN 
POSITION 168 DANS UN VECTEUR D ' EXPRESSION : 

On procede comme indique a l'exemple 4. La 
mutagenese dirigee est effectuee en utilisant 
1' oligonucleotide de synthese suivant phosphoryle 
par la polynucleotide kinase: 
5' GAT AAA TAG GTA A AC ACC AGT 3' 

pour introduire un codon stop k la place de la 
lysine 168. 
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EXEMPLE 9: PRODUCTION DE LA PROTEINE RAP IB DANS UN 
VECTEUR D 1 EXPRESSION: 

On clone le fragment EcoRI-KpNI du fragment 
RAP IB dans le phage M13Mpll aux sites EcoRI et 
BamHI. 

On effectue une mutagen^se dirig^e en utilisant 
un oligonucleotide de synthase suivant phosphoryie 
par la polynucleotide kinase: 
5' AAG CTT GCA TAT GCG TGA GT 3 ' 

et on introduit ainsi un site NDE1 en amont de l'ATG 
correspondant k 1' initiation de la prot6ine RAP1B. 

On prepare ensuite des recombinants de M13Mpll. 
Pour ce faire, on coupe par 1' enzyme de restriction 
NDE1 , 1 1 ADN double brin de M13Mpll et on r6pare le 
site de NDE1 k l'aide de 1' enzyme de Klenow. 

On coupe ensuite par 1' enzyme de restriction 
Hindlll. On effectue ensuite une ligation du 
fragment obtenu au vecteur M13Mpll coup6 par EcoRI- 
Hindlll, le site EcoRI du susdit vecteur ayant 6.t6 
repar6 par 1' enzyme de Klenow evant ligation • 

On effectue ensuite une mutag§n£se dirig£e pour 
introduire un C au site de ligation de M13Mpll et de 
RAP1B. Le site EcoRI est ainsi reconstitue. Cette 
mutag6n6se dirigee est effectu6e k l'aide de 
1 1 oligonucleotide de synthase de sequence suivante 
phosphoryie par la polynucleotide kinase: 
5' CCA GTG AAT TCT ATG CGT GAG 3' 

On obtient ainsi le phage M13Mpll contenant la 
sequence RAP1B . L 1 insert RAP1B peut §tre isol6 en 
coupant le phage aux sites EcoRI et Hindlll et 
ins6r6 dans un vecteur d 1 expression tel que le 
vecteur ptac. L'obtention de la proteine RAP IB est 
effectu6e comme indiqu6 au paragraphe c) de 
I'exemple 3. 
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gvpMPt^ in ; PRODUCTION DE T,A PROTF.TNE RAP2 MUTEE EN 
pr\cTTTf>M 12 DA NS UN VECTEU g D \ F.XPRESSTON BACTERIEN: 

On procede comme indique au paragraphe a) de 
l'exemple 3, c'est-a-dire jusqu'a l'obtention du 
5 phage M13Mpll contenant la sequence RAP 2 clonee aux 

sites EcoRI et HindlH. 

L' oligonucleotide de synthese suivante 
phosphoryle par la polynucleotide kinase: 
5' CGG AGG GCA TAT GCG CGA GTA 3« 
10 est utilise pour introduire un site NDE1, 

et 1' oligonucleotide de sequence suivante 
phosphoryle par la polynucleotide kinase: 
5' CCA GTG AAT TCT ATG CGC GAG 3' 

est utilise pour inserer un C au site de ligation de 
15 M13Mpll et de RAP1A et reconstituer ainsi un site 
EcoRI . 

L'ADN simple brin du phage M13Mpll est prepare 
par mutagenese dirigee en utilisant les 
oligonucleotides de synthese suivant phosphoryle par 
la polynucleotide kinase: 
5' OCT GGG CTC GGT CGG GGTA GGC A 3' 
pour transformer la glycine "12" en valine. 

L'ADN double brin de la sequence RAP 2 modifiee 
comme indique ci-dessus est prepare, puis coupe par 
25 les enzymes EcoRI et HindHI, puis clone dans le 

vecteur d' expression ptac32 decrit dans "Biochemical 
Properties of Ha-ras Encoded p21 Mutants and 
Mechanism of the Autophosphorylation Reaction" (The 
journal of Biological Chemistry, vol. 263, N° 24, p. 
11792-11799, 1988), comme indique au paragraphe b) 

de l'exemple 3. 

L'obtention de la proteine modifiee dans une 
souche de E. coli, telles que celles connues sous la 
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designation de PRIAM15 ou HB101 + PDMI, est 
effectuee suivant le paragraphe c) de I'exemple 3, 
EXEMPLE 11: PRODUCTION DE LA P ROTE IKE RAP 2 MUTEE EN 
POSITION 35 DANS UN VECTEUR D j EXPRESSION BACTERIEN : 

A partir du phage M13Mpll contenant la sequence 
RAP 2 clon6e aux sites EcoRI et Hindlll, obtenu comme 
indique k I'exemple pr6c6dent, I'ADN simple brin du 
phage M13Mpll est prepare par mutag6n6se dirig6e en 
utilisant les oligonucleotides de synthase suivant 
phosphoryie par la polynucleotide kinase: 
5' TAC GAG CCC GCC ATC GAG GAC 3' 
pour transformer la threonine "35" en alanine. 

L'obtention de la prot6ine modifi6e est 
effectuee comme indique & I'exemple precedent. 
EXEMPLE 12: EXPRESSION DU GENE RAP1A OU DU GENE RAP 2 
DANS LE VECTEUR VETR-RAPlA ET VETR-RAP2 : 

1) On a fait exprimer respectivement le g&ne 
RAP1A et le g£ne RAP 2 dans un vecteur d' expression 
de type retrovirus construit de la fa<?on suivante h 
partir du vecteur initial A*. 

Le vecteur A* est une modification du vecteur 
A, dans lequel le site EcoRI de PBR322 a 6te 
d6truit. 

Ce vecteur A 6te obtenu par ligation du 
fragment de. 4,5 Kb Hindlll-EcoRI du virus.de Harvey 
(nucleotides 3495-2540) (Soeda, E. et Yasuda, S. 
(1985), RNA Tumor Viruses: Molecular Biology of 
Tumor Viruses. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor r N.Y. , Second edition, pp. 
928-939), au fragment de 3,3 Kb EcoRI-BamHI de ce 
meme virus (nucleotides 2540-378) . Apr£s ligation, 
le fragment viral a 6te ins6re entre les sites 
Hindlll et BamHI de pBR 322. 
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Le vecteur initial A* est reprSsentS par un 
cercl sur les Figures 12a) , 12b) et 12c) . 

Sur la Figure 12a) on a represents le fragment 
SacII/EcoRI du vecteur initial A* par un trait fort 
5 en regard duquel on a dessinS (a 1'intSrieur du 
vecteur) un arc de cercle en pointilles. 

On coupe le vecteur initial A* par EcoRI et on 
fait agir 1' enzyme de Klenow pour obtenir des bouts 
francs. Le site EcoRI est ainsi dStruit et est 
10 represents dans la suite par EcoRI barre d'une croix 
soit Ec^I. 

On coupe ensuite par SacII et on recupere le 
fragment SacII/Ec^I de 1600 pb. 

2) Sur la Figure 12b) , on a represents le 
15 fragment Pstl/SacII du vecteur A* par un trait fort, 

en regard duquel on a dessinS (a 1'intSrieur du 
vecteur) un arc de cercle en traits pleins. 

On coupe le vecteur initial A* par PstI et 
SacII pour rScupSrer le 'fragment Pstl/SacII de 3736 
pb. 

3) Sur la Figure 12c), on a reprSsentS le 
fragment Pstl/Hindlll du vecteur A* par un trait 
fort, en regard duquel on a dessinS (a 1'intSrieur 
du vecteur) un arc de cercle en pointilles : traits 
pleins-points . 

On coupe le vecteur initial A* par Hindlll; on 
fait agir 1' enzyme de Klenow pour obtenir des bouts 
francs, puis on coupe par PstI. Le site Hindlll est 
ainsi dStruit et est reprSsentS dans la suite du 
texte par Hipfc^II. 

On rScupSre le fragment Pstl/Hipa^II de 5626 

pb. 
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4) On effectue ensuite la ligation des fragments 
suivants obtenus respectivement en 1), 2) et 3) ci- 
dessus: 

- SacTI/Ec^E 

- Pstl/SacII 

- Pstl/HiiJ&^ll 

pour obtenir la construction intermediaire 
representee sur la figure 12d) . 

Dans cette construction intermediaire, le 
fragment compris entre Hindlll d'une part et 
Ec^RJ/Hipfe^II d' autre part contient une sequence 
designee par "enhancer", ou sequence stimulatrice, 
representee par "E" sur la figure 12d) . 

5) On coupe la construction intermediaire par 
Pstl/Hindlll. On recupere le fragment Pstl/Hindlll 
de 6345 pb contenant d'une part la LTR3 ' (qui 
servira pour le .site de polyadenylation de l'ARN) et 
d* autre part la region de 1 • "enhancer" . 

Le susdit fragment est represents par un trait 
fort, sur la figure 12e) , en regard duquel on a 
dessine (a l'interieur du vecteur) des points selon 
un arc de cercle. 

6) On utilise un autre vecteur, designe par J ' .- 
Ce vecteur J ' est obtenu a partir du vecteur A* 

et differe du vecteur A* par les deux elements 
suivants : 

- la mutation en position 12 n'existe plus; le 
fragment viral de 51bp Hindlll/PvuII (nucleotide 
1088-1139) a' ete remplace par le fragment 
correspondant du gene cellulaire Ha-ras de souris 
(Lacal et al. (1984): Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
vol. 81, p. 5305-5309) . 

- le site SacII present dans le virus de Harvey 
a la position 940 a ete remplace par un site EcoRI. 
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A partir du vecteur J ' , on isole le fragment 
contenant la LTR5' . Pour ce faire, le vecteur J' est 
coupe par Pstl/EcoRI et on isole le fragment 
Pstl/EcoRI de 2305 pb represents par un trait sur la 

5 figure 12f ) , en regard duquel on a dessine (a 

l'interieur du vecteur) de petits triangles pleins, 
selon un arc de cercle. 

7) les inserts EcoRI/Hindlll de RAP1A sous- 
clones dans pUC8 ou de RAP 2 sous-clones dans pUC8 

10 sont ensuite lies aux fragments Hindlll/PstI de 6345 
pb obtenu (comme indique au paragraphe 5 ci-dessus) 
et provenant du vecteur appele "construction 
intermediate" et Pstl/EcoRI provenant du vecteur J' 
(cf. paragraphe 6 ci-dessus) de 2305 pb. 

15 Resultats: 

On a fait exprimer les vecteurs d' expression 
decrits ci-dessus et contenant respectivement RAP1A 
et RAP 2 dans differentes lignees cellulaires 
normales ou transformees, notamment par RAS ou par 
20 d'autres oncogenes. 

RXF.MPLE 13; EXPRESSION DU GENE R APIA OU DU GENE RAP 2 
DANS LE VECTEUR PJ3Q ; 

Ce vecteur est decrit dans Land, H.A., Chen, 
C. Morgenstern, J.P.. Parada, L.F.. et Weinberg, 
25 R.A., Mol. Cell Biol. 6:1917-1925, 1986. 

Pour RAP1A, le clonage dans le vecteur PJ3Q se 
fait a partir de 1' insert EcoRI/Bgl2 obtenu a partir 
de l'ADNc complet de RAP1A clone directement dans le 
vecteur PJ3Q aux sites EcoRI/Bgl2 de ce vecteur. 
30 pour RAP 2 , comme il n'existe pas de site Bgl2, 

on utilise 1' insert provenant de l'ADNc de RAP2 
coupe aux sites EcoRI/PstI, clone dans le plasmide 
pUC8. A partir de cette construction on ressort le 
fragment EcoRI/Hindlll , ayant 670 pb. 
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On coupe le susdit plasmide pUC8 contenant RAP 2 
par Hindlll et on repare par 1' enzyme de Klenow pour 
obtenir des bouts francs, puis on coupe par EcoRI. 

Le site Hindlll est detruit et sera dans la 
suite designe par Hind^J. 

L' insert EcoRI/Hi^II (repare par la Klenow) 
est isole sur gel d* agarose. 

Le vecteur PJ3Q est coupe au site Bgl2 repare 
par la Klenow pour obtenir des bouts francs, puis 
coup6 par EcoRI. 

Le site Bgl2 est detruit et sera designe dans 
la suite par Bc£^. 

L' insert RAP 2 (EcoRI/Hi^Il) et le vecteur 
PJ3Q coupe aux sites B^/EcoRl sont ensuite soumis 
a une ligation. 
Resultats: 

On fait exprimer RAP1A et RAP 2 clones dans le 
vecteur PJ3Q comme decrit ci-dessus respectivement 
dans differentes lignees cellulaires normales ou 
transf ormees , notamment par RAS ou par d'autres 
oncogenes . 

On a egalement effectue le clonage inverse 
respectivement de RAP1A et RAP 2 dans le vecteur 
PJ3Q, aux sites Hindlll/EcoRI. 

Pour RAP1A, 1' insert EcoRI/Hindlll obtenu a 
partir du sous-clonage de RAP1A dans pUC8 est lie au 
vecteur PJ3Q coupe aux sites Hindlll/EcoRI. 

Pour RAP2, 1' insert EcoRI/Hindlll obtenu a 
partir du sous-clonage de RAP 2 dans pUC8 est lie au 
vecteur PJ3Q coupe aux sites Hindlll/EcoRI. 

Le clonage inverse de RAP1A et RAP 2 dans le 
vecteur PJ3Q permet l'obtention d'ARN messager 
antisens qui, par hybridation avec les ARN messagers 
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des genes RAP1A et RAP 2 endogenes, peuvent inhiber 
la syn these proteique. 

Ce vecteur peut permettre 1' expression des 
proteines RAP soit apres transf ection, soit par 
infection, le vecteur ayant prealablement et6 
encapside a l'aide d'un virus "associe" ("helper"). 
EXKMPLE 14; EXPRESSION P" ™™ F P^^ r ™ T G ^ E RAP1B 
F.T DU GENF RAP2 DANS LJB VECTEUR PEX V3: 

Ce vecteur est decrit dans Miller, J., et 
Germain, R.N. , J. Exp. Med. 164:1478-1489, 1986. 

Pour le clonage de RAP1A, ainsi que celui de 
RAP IB et RAP 2 , le vecteur PEX V3 est coupe par 

1 ' enzyme EcoRI . 

Les inserts EcoRI des ADNc complets 
respectivement de RAP1A, RAP1B et RAP2 sont 
directement clones dans le vecteur PEX V3 coupe au 
site EcoRI. 

Pour RAP1A, 1' insert est de 1,4 kb, pour RAP1B , 
l'insert est de 2,1 kb, et pour RAP 2 , l'insert est 
de 950 pb. 

La bonne orientation dans le vecteur, c*est-a- 
dire celle compatible avec 1' expression de la 
proteine, a ete determinee en effectuant differentes 
degradations enzymatiques (par exemple BamHI et 
pstl) et par le sequencage de fragments de 
restriction incluant le site EcoRI de clonage - 

On fait exprimer RAP1A, RAP IB et RAP2 
respectivement dans differentes lignees cellulaires 
normales ou transf orm6es . 

On a egalement effectue le clonage selon 
1- orientation inverse a celle indiquee ci-dessus. 
Ceci permet d'obtenir un ARN trancript comme indique 
a la fin de 1' exemple 13. 
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EXEMPLE 1*- EXPRESSION DU GENE RAP1A_ OU_ DU_ glHE 
P&P7. DANS LE VECTEUR P ZIP NEO: 

Ce vecteur est decrit dans Constance, L. Cepho, 
Bryan, E. Roberts, et Richard, C. Mulligan. Cell, 
5 vol. 37: 1053-1062, 1984. 

On clone RAP1A et RAP 2 au site BamHI du susdit 
vecteur, lequel a ete prealablement coupe par BamHI 
et repare par la Klenow pour obtenir des bouts 
francs. 

10 Le site BamHI est detruit et sera dans la suite 

designe par Ba^I. 

En ce qui concerne RAP1A, il est prealablement 
sous-clone dans le plasmide pUC8. 

L'ADNc est coupe par EcoRI/Hindlll repare par 
15 la Klenow (pour obtenir des extremites a bouts 
francs) . Les sites EcoRI et Hindlll sont detruits et 
seront representes par Epo^I et Hip^II. L ' insert 
RAP1A (Ec^I/Hirj^II) repare par la Klenow est lie 
par une ligase permettant de constituer le vecteur p 
20 Zip Neo de RAP1A. On oriente le vecteur (dans le 
sens permettant 1* expression de la proteine) en 
effectuant differentes degradations enzymatiques et 
en effectuant le sequencage aux sites de clonage. 

Pour le clonage de RAP2, on procede comme 
25 indique a propos de RAP1A. 

L' insert Ec>^I/Hd^C^II de RAP 2 , repare par la 
Klenow est lie au vecteur P Zip Neo coupe en BamHI 
repare par 1* enzyme de Klenow. 

On fait exprimer RAP1A et RAP 2 clones dans P 
30 zip Neo respectivement dans differentes lign6es 
cellulaires normales ou transf ormees. 
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EXEMPLE 16: EXPRESSION DU GENE_ RAP1A_ OU_ DU_ GENE 
RAP2 DANS LE VECTEUR DE LEVU RE YEP51; 

Ce vecteur est decrit dans Broach et al. 
(1983) , Vectors for high - level inducible 
expression of cloned genes in yeast. In Experimental 
Manipulation of gene expression, M. Inouye, ed. (New 
York: Academic Press) pp. 83-177. 

Le clonage est effectue de la facon suivante: 
Le vecteur YEP 51 est coupe par Sail repare par 
la Klenow, puis coupe ensuite par Hindlll. 

Le site Sail est detruit et est designe dans la 
suite par Sptt. 



Le grand fragment Sa^/HindIII est purifie sur 

gel et sert au clonage. 

En ce qui concerne RAP1A, 1' insert utilise 
provient de sous-clonage de l'ADNc de RAP1A 
(fragment EcoRI/Bgl2) dans le vecteur pUC8. 

Cet insert est obtenu en coupant RAP1A sous- 
clone dans le vecteur pUC8 par EcoRI, suivi d'une 
reparation par 1' enzyme de Klenow, puis d'une 
coupure par Hindlll. Le site EcoRI est detruit et 
est designe par Ec>^I. 

L' insert Ecj^I/Hindlll est purifie puis lie au 

vecteur S^/HindIII. 

Pour RAP 2 , on procede comme indiqu6 a propos de 

RAP1A. 

On fait exprimer RAP1A et RAP 2 clones dans le 
vecteur YEP51 

dans diff6rentes souches de levure. , 

EXEMPLE 17: EXPRESSION DU G_EN_E_ RAP1A_ QH— SUL OliF-l 
RAP 2 DANS LE VECTEUR DE LEVURE PD2 E2 

Le vecteur PD2 E2 est decrit dans la 
litterature. 
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Ce vecteur contient d6j& un gfene clon6 dont on 
se d6barrasse en coupant par Hindlll, puis en 
purifiant sur un gel d' agarose pour isoler le 
vecteur de 1 ' insert. Le vecteur est ensuite r6par§ 
par 1' enzyme de Klenow pour obtenir des bouts 
francs. Les sites Hindlll sont d6truits. 

Pour le clonage de RAP1A, on utilise 1' insert 
provenant du sous -clonage du cDNA de RAP1A dans pUC8 
(fragment EcoRI/Bgl2) . Cet insert est obtenu en 
coupant pUC8 RAP1A aux sites Hindlll et EcoRI et est 
trait6 par 1' enzyme de Klenow pour obtenir des bouts 
francs . 

Les sites Hindlll et EcoRI sont d6truits et 
d£sign6s dans la suite par Ec^J/H^&^III. 
15 On realise ensuite la ligation de 1' insert 

E^j^/Hin^J^II de RAP1A avec le susdit vecteur de 
levure . 

Pour RAP2, on utilises le meme type de 
construction que pour RAP1A. 

On fait exprimer RAP1A et RAP 2 clones dans le 
vecteur PD2E2 respectivement dans differentes 
souches de levure. 

EXEMPLE 18 i DETERMINATION DE LA LOCALISATION 

CHROMOSOMIOUE CHEZ L 1 HOMME DES GENES RAP1A, RAP IB ET 
RAP 2 

1) Pour ce faire, on proc^de de la fagon suivante: 
- preparation des sondes d 1 ADNc . 
Les ADNc RAP sont clones dans le plasmide pUC8. 
Deux fragments diffdrents sont utilises pour la 
localisation- respective de chaque g6ne (of. figure 
10) . 

Pour la localisation du g6ne RAP1A, on a 
utilise deux sondes comprenant I'ADNc complet 
(l f 4kb) ou sa partie 5' comprenant la region codante 
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(0,7kb). Les deux sondes utilis6es pour RAP1B sont 
soit l'ADNc complet (2,lkb) soit la partie 5' 
(0,73kb) . 

Les deux sondes du g£ne RAP2 sont soit l'ADNc 
complet de 0 r 95kb soit le fragment de 0 f 66kb dans la 
partie 5' . 

2) preparation des chromosomes : 

Des preparations de chromosomes k haute 
resolution sont obtenus & partir de culture de 
cellules de sang stimul6es par la 
phytohemagglutinine de deux hommes sains apr&s 
synchronisation au methothrexate selon Yunis et al. 
(Yunis r J.J., Sawyer, J.R., Ball, D.W.: 
Characterization of banding patterns of metaphase- 
prophase G-banded chromosomes and their use in gene 
mapping. Cytogenet. Cell Genet., 22, 679-683, 
(1978) . 

3) Hybridation in situ: 

Les sondes sont marquees selon le proc6d6 • 
d" amorces d'ADN aieatoires (Kit Amersham, U.K.) ■ 
introduites par Feinberg et Vogelstein (Feinberg, 
A. P., Vogelstein, B.A.: technique for radiolabeling 
DNA restriction endonuclease fragments to high 
specific activity. Anal. Biochem., 132, 6-13, 1983). 
En utilisant 20 uCi[H3]dCTP pour 50ng d'ADNc, 
1' activity obtenue est de 0,5 & 2xl0 8 cpm/yg. 

Ces sondes marquees sont utilisees k des 
concentrations de 20 a 80 ng/ml. 

La technique d 1 hybridation d6crite par Harper 
et Saunders (Harper, M.E. , Saunders, G.F.: 
Localization of single copy DNA sequences on G 
banded human chromosomes by in situ hybridization. 
Chromosoma, 83, 431-439, 1981) est 16g6rement 
modifiee selon la m6thode de Caubet et al. (Caubet, 
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J.F., et al., Human proto-oncogene c-mos maps to 
8qll. Embo J. r 4, 2245-2248, 1985). 

Les plaques recouvertes d'dmulsion Kodak NTB2 
sont exposdes pendant une et deux semaines pour 
1' autoradiographic: des bandes G sont ensuite 
obtenues avec le colorant de Wright. 

4) R6sultats: 

Deux inserts difff6rents de chaeun des g£ne 
. RAP1A , RAP1B et RAP 2 sont utilises respectivement 
pour 1' hybridation in situ vis-&-vis des chromosomes 
humains pour confirmer les r6sultats de la figure 
10. Seules les m6taphases ne pr6sentant pas plus de 
trois grains d 1 argent sur les chromosomes sont 
photographies et analyses. 

15 

5) Localisation de RAP1A: 

L' experience faite soit avec la sonde de l,4kb 
soit avec celle de 0,7kb revile un amas unique de 
grains sur le chromosome Ipl2-pl3 (6% et 5 r 5% du 
nombre total) (tableau 1). 
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TABLEAU 

HYBRIDATION IN SITU 
SUR CHROMOSOMES 
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I 

DE RAP 1A, RAP IB ET RAP2 
HUMAINS 



SONDE TAILLE N° DES N° DES AM AS DE GRAINES 
MITOSES GRAINES 



sur chrom. 1 sur chrom. Ipl2pl3 



nuplA 1.4Kb 143 246 44 (17.8%) 

0.7Kb 120 163 26 (15.9%) 



15 (6%) 
9 (5.5%) 



raplh 2.1Kb 195 

0.73Kb 131 



sur chrom. 12 
292 43 (14.7%) 

177 30(16.9%) 



sur chrom. 12q,'4 
21 (7.2%) 
17(9.6%) 



rapl 



0.950Kb 138 



sur chrom. 13 
200 26 (13%) 



su.r chrom. 13q34 
13 (6.5%) 



0.660Kb 60 



82 24 (29.2%) 



11 (13.4%) 
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Aucun signal secondaire signifiant n'est 
observe sur d'autres chromosomes (cf. figure 11a). 

6) Localisation de RAP1B: 

L' hybridation in situ avec la sonde de 2,lkb ou 
de 0,7kb montre une claire accumulation de grains 
(7,2% and 9,6% du total) sur le chromosome 12ql4 
(tableau 1) . 

Aucun autre amas de grains significatif n'est 
present sur d'autres chromosomes (fig. lib). 

7) Localisation de RAP 2: 

Les deux sondes de 0,950kb et 0,660kb utilises 
dans cette localisation montrent dans chaque cas le 
meme amas de grains sur le chromosome 13q34 (6,5% et 
13,4% du total (tableau 1). 

Aucun autre signal mineur n'est visible sur 
d'autres chromosomes (figure 11c). 
Conclusion : 

On n'a constate ni hybridation, ni signal 
secondaire sur les autres chromosomes. 

En ce qui concerne le chromosome Ipl2-pl3, 
aucun deletion specif ique n'est associee a une 
neoplasie particuliere. Quelques translocations de 
cette region sont decrites dans les melanomes et 
divers desordres sanguins (Bloomfield, CD., trent, 
J.M., Van Den Berghe, H. : Report of the committee on 
structural chromosome changes in neoplasia (HGM10) , 
Cytogenet. Cell. Genet. 46, 344-366, 1987). 

On peut constater une proximite voisine 
apparente Ipl2pl3 du gene N-ras, situe egalement sur 
le chromosome. 

En ce qui concerne la localisation du gene 
RAP IB sur le chromosome 12ql4, des ruptures sont 
decrites a la fois dans les neoplasmes benins et 
malins suivants: 
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lipomes (Heim et al., Reciprocal 
translocation t (3 ; 12) (q27 ;q!3) in lipoma. Cancer 
Genet. Cytogenet., 23, 301-304, 1986); 

- liposarcomes myxoides (Turc-Carel et al., 
Cytogenetic studies of adipose tissue tumors. II. 
Recurrent reciprocal translocation 
t (12;16) (ql3;pll) ; in myxoid liposarcomas , Cancer 
Genet. Cytogenet. 23, 291-299, 1986); 

- ad6nomes pleomorphiques (Bullerdiek et al., 
Rearrangements of chromosome region 12ql3-ql5 in 
pleomorphic adenomas of the human salivary gland 
(PSA) . Cytogenet. Cell Genet., 45, 187-190, 1987 et 
Mark et al., Cytogenetical observations in 100 human 
benign pleomorphic adenomas: specificity of the 
chromosomal aberrations and their relationship to 
sites of localized oncogenes. Anticancer Res., 6, 
299-308, 1986) et 

leiomyomes (Heim et al., A rearrangement 
between chromosomal regions 12ql3-ql5 and 14q22.24, 
t (12;14) (ql3-15;q22-24) , may be found in lyomyomas 
of the uterus (HGM9 , Abstracts). Cytogenet. Cell 
Genet. , 46, 628, 1987) . 

En ce qui concerne la localisation du g6ne 
RAP2, sur le chromosome 13q34 r aucune d616tion 
sp6cifique n'est associ§e k des n6oplasies et 
quelques d£16tions dans cette region sont d6crites 
dans le cancer sporadique du sein. 
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REVENDICATIONS 
1. Sequence d'acides amines caracterisee en ce 
qu'elle contient l'un au moins des enchainements 
5 d'acides amines suivants: 

MREYKLVVL (I) 

ALT VQF VQGI F V EKYDP TI EDS YRKQ VE VDC QQCMLE I L ( II ) 

10 QFTAMRDLYMKNGQGFALVYSITAQSTFNDLQDLREQILRVKDTEDVPM 
(III) 

EDERVVGKEQGQNLARQWCNCAFL (IV) 
SKINVNEIFYDLVRQINRKTPVEKKKPKKKSCLLL (V) 

15 

ALTVQFVQGIFVEKYDPTIEDSYRKQVEVDAQQCMLEIL 
(VII) 

QFTAMRDLYMKNGQGFALVYSITAQSTFNDLQDLREQILRVKDTDDVPMI ( VIII ) 
20 EDERVVGKEQGQNLARQWNXCAFL (IX) 

SKINVNEIFYDLVRQINRKTP VPGKARKKS SCQLL ( X ) 

MREYKWVL (XI) 

25 ALTVQFVTGTFIEKYDPTIEDFYRKEIEVDSSPSVLEIL 
(XII) 

QF ASMRDLYI KNGQGF IL VYS LVNQQ S FQD I KPMRDQ 1 1 RVKRYEKVP VI (XIII ) 
3Q ESEREVSSSEGRALAEEWGCPFM (XIV) 

SKTMVDELFAEIVRQMNYAAQPDKDDPCCSACNIQ (XV ) 

2. Sequence d'acides amines selon la 
revendication 1, caracterisee en ce qu'elle contient 



35 



57 



les cinq enchainements d'acides amines I r ll r m, 
IV, et V, dSfinis & la revendication 1. 

3. Sequence d'acides amines selon la 
revendication 1, caractSrisSe en ce qu'elle contient 
les cinq enchainements d'acides amines VII , VIII, 
IX, et X, dtfinis h la revendication 1. 

4. Sequence d'acides aminSs selon la 
revendication 1, caractSriste en ce qu'elle contient 
les cinq enchainements d'acides amines XI, XII, 
XIII, XIV, et XV, dtfinis £ la revendication 1. 

5. Sequence d'acides amines, selon la 
revendication 1, caracttriste en ce qu'elle contient 
l'enchainement d'acides amines XVI, represents sur 
la figure 1 ou est constitute par cet enchainement 
d'acides amints. 

6. Sequence d'acides amines, selon la 
revendication 1, caracttriste en ce qu'elle contient 
l'enchainement d'acides amines XVI represents sur la 
figure 2, ou est constitute par cet enchainement 
d'acides amints. 

7. Sequence d'acides amines, selon la 
revendication 1, caracttriste en ce qu'elle contient 
l'enchainement d'acides amines XVIII represents sur 
la figure 3, ou est constitute par cet enchainement 
d'acides amints. 

8. Sequence d'acides amints caracttriste en ce 
qu'elle contient I'un au moins des enchainements 
d'acides amints codts par les enchainements 
nucltotidiques suivants ; 

ATG CGT GAG TAG AAG CTA GTG GTC CTT (1) 

GCT CTG ACA GTT CAG TTT GTT CAG GGA ATT TTT GTT GAA 
AAA TAT GAC CCA ACG ATA GAA GAT TCC TAC AGA AAG CAA 
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GTT GAA GTC GAT TGC CAA CAG TGT ATG CTC GAA ATC CTG 
(2) 

CAA TTT ACA GCA ATG AGG GAT TTG TAT ATG AAG AAC GGC 

CAA GGT TTT GCA CTA GTA TAT TCT ATT ACA GCT CAG TCC 

ACG TTT AAC GAC TTA CAG GAC CTG AGG GAA CAG ATT TTA 

CGG GTT AAG GAC ACG GAA GAT GTT CCA ATG ATT 
(3) 

GAA GAT GAG CGA GTA GTT GGC AAA GAG CAG GGC CAG AAT 

TTA GCA AGA CAG TGG TGT AAC TGT GCC TTT TTA (4) 

TCA AAG ATC AAT GTT AAT GAG ATA TTT TAT GAC CTG GTC 

AGA CAG ATA AAT AGG AAA ACA CCA GTG GAA AAG AAG AAG 

CCT AAA AAG AAA TCA TGT CTG CTG CTC 
(5) 

ATG CGT GAG TAT AAG CTA GTC GTT CTT (6) 

GCT TTG ACT GTA CAA TTT GTT CAA GGA ATT TTT GTA GAA 
AAA TAC GAT CCT ACG ATA GAA GAT TCT TAT AGA AAG CAA 
GTT GAA GTA GAT GCA CAA CAG TGT ATG CTT GAA ATC TTG 
(7) 

CAA TTT ACA GCA ATG AGG GAT TTA TAC ATG AAA AAT GGA 
CAA GGA TTT GCA TTA GTT TAT TCC ATC ACA GCA CAG TCC 
ACA TTT AAC GAT TTA CAA GAC CTG AGA GAA " CAG ATT CTT 
CGA GTT AAA GAC ACT GAT GAT GTT CCA ATG ATT 
(8) 

GAA GAT GAA AGA GTT GTA GGG AAG GAA CAA GGT CAA AAT 
CTA GCA AGA CAA TGG AAC AAC TGT GCA TTC TTA (9) 

TCA AAA ATA AAT GTT AAT GAG ATC TTT TAT GAC CTA GTG 

CGG CAA ATT AAC AGA AAA ACT CCA GTG CCT GGG AAG GCT 

CGC AAA AAG TCA TCA TGT CAG CTG CTT 
(10) 
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ATG CGC GAG TAC AAA GTG GTG GTG CTG (11) 

GCC CTG ACC GTG CAG TTC GTG ACC GGC ACC TTC ATC GAG 
AAA TAC GAC CCC ACC ATC GAG GAC TTC TAC CGC AAG GAG 
5 ATC GAG GTG GAT TCG TCG CCG TCG GTG CTG GAG ATC CTG 

(12) 

CAG TTC GCG TCC ATG CGG GAC CTG TAC ATC AAG AAC GGC 
CAG GGC TTC ATC CTC GTC TAC AGC CTC GTC AAC CAG CAG 
10 AGC TTC CAG GAC ATC AAG CCC ATG CGG GAC CAG ATC ATC 

CGC GTG AAG CGG TAT GAG AAA GTG CCA GTC ATC 
(13) 

GAA AGT GAG AGA GAA GTA TCG TCC AGC GAA GGC AGA GCC 
CTT GCT GAA GAG TGG GGC TGC CCC TTT ATG (14) 

15 

AGT AAA ACA ATG GTG GAC GAA CTC TTT GCA GAA ATT GTG 
AGG CAG ATG AAC TAT GCT GCT CAG CCT GAC AAA GAT GAC 
CCA TGC TGT TCT GCA TGT AAC ATA CAA 
(15) 

20 

9. Acide nucleique caracterise en ce qu'il 
contient l'un au moins des enchainements de 
nucleotides codant pour les sequences d'acides 
amines selon les revendications 1 a 7. 
25 10. Acide nucleique caracterise en ce qu'il 

contient l'un au moins des enchainements de 
nucleotides suivants : 

ATG CGT GAG TAC AAG CTA GTG GTC CTT (1) 

30 GCT CTG ACA GTT CAG TTT GTT CAG GGA ATT TTT GTT GAA 

AAA TAT GAC CCA ACG ATA GAA GAT TCC TAC AGA AAG CAA 

GTT GAA GTC GAT TGC CAA CAG TGT ATG CTC GAA ATC CTG 
(2) 
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CAA TTT ACA GCA ATG AGG GAT TTG TAT ATG AAG AAC GGC 

CAA GGT TTT GCA CTA GTA TAT TCT ATT ACA GCT CAG TCC 

ACG TTT AAC GAC TTA CAG GAC CTG AGG GAA CAG ATT TTA 

CGG GTT AAG GAC ACG GAA GAT GTT CCA ATG ATT 
(3) 

GAA GAT GAG CGA GTA GTT GGC AAA GAG CAG GGC CAG AAT 
TTA GCA AGA CAG TGG TGT AAC TGT GCC TTT TTA (4) 

TCA AAG ATC AAT GTT AAT GAG ATA TTT TAT GAC CTG GTC 

AGA CAG ATA AAT AGG AAA ACA CCA GTG GAA AAG AAG AAG 

CCT AAA AAG AAA TCA TGT CTG CTG CTC 
(5) 



15 



20 



25 



30 



ATG CGT GAG TAT AAG CTA GTC GTT CTT 



(6) 



GCT TTG ACT GTA CAA TTT GTT CAA GGA ATT TTT GTA GAA 
AAA TAC GAT CCT ACG ATA GAA GAT TCT TAT AGA AAG CAA 
GTT GAA GTA GAT GCA CAA CAG TGT ATG CTT GAA ATC TTG 
(7) 

CAA TTT ACA GCA ATG AGG GAT TTA TAC ATG AAA AAT GGA 
CAA GGA TTT GCA TTA GTT TAT TCC ATC ACA GCA CAG TCC 
ACA TTT AAC GAT TTA CAA GAC CTG AGA GAA CAG ATT CTT 
CGA GTT AAA GAC ACT GAT GAT GTT CCA ATG ATT 
(8) 

GAA GAT GAA AGA GTT GTA GGG AAG GAA CAA GGT CAA AAT 
CTA GCA AGA CAA TGG AAC AAC TGT GCA TTC TTA (9) 

TCA AAA ATA AAT GTT AAT GAG ATC TTT TAT GAC CTA GTG 

CGG CAA ATT AAC AGA AAA ACT CCA GTG CCT GGG AAG GCT 

CGC AAA AAG TCA TCA TGT CAG CTG CTT 
(10) 



ATG CGC GAG TAC AAA GTG GTG GTG CTG 



(11) 
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GCC CTG ACC GTG CAG TTC 

AAA TAC GAC CCC ACC ATC 

ATC GAG GTG GAT TCG TCG 
(12) 



GTG ACC GGC ACC TTC ATC GAG 
GAG GAC TTC TAC CGC AAG GAG 
CCG TCG GTG CTG GAG ATC CTG 



CAG TTC GCG TCC ATG CGG GAC CTG TAC ATC AAG AAC GGC 
CAG GGC TTC ATC CTC GTC TAC AGC CTC GTC AAC CAG CAG 
AGC TTC CAG GAC ATC AAG CCC ATG CGG GAC CAG ATC ATC 
CGC GTG AAG CGG TAT GAG AAA GTG CCA GTC ATC 
(13) 

GAA AGT GAG AGA GAA GTA TCG TCC AGC GAA GGC AGA GCC 
CTT GCT GAA GAG TGG GGC TGC CCC TTT ATG (14) 

AGT AAA AC A ATG GTG GAC GAA CTC TTT GCA GAA ATT GTG 
AGG CAG ATG AAC TAT GCT GCT CAG CCT GAC AAA GAT GAC 
CCA TGC TGT TCT GCA TGT AAC ATA CAA 

(15) 

11. Acide nucleique selon la revendication 10, 
caracterise en ce qu'il cont.ient les cinq 
enchainements de nucleotides (1), (2), (3), (4) et 
(5), definis a la revendication 10. 

12. Acide nucleique selon la revendication 10, 
caracterise en ce qu'il contient les cinq 
enchainements de nucleotides (6), (7), (8), (9) et 
(10), definis a la revendication 10. 

13. Acide nucleique selon la revendication 10, 
caracterise en ce qu'il contient les cinq 
enchainements de nucleotides (11), (12), (13), (14) 
et (15), definis a la revendication 10. 

f 

14. Acide nucleique selon la revendication 10, 
caracterise en ce qu'il contient 1 ' enchainement de 
nucleotides (16), delimite par les nucleotides 
d'extremite correspondant aux nucleotides situes aux 
positions 43 et 594 de la figure 1, ou contient 
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l'enchainement de nucleotides (19) delimite par les 
nucleotides d'extremite correspondant aux 
nucleotides situes aux positions 1 et 605 de la 
5 figure 1. 

15. Acide nucleique selon la revendication 10, 
caracterise en ce qu'il contient l'enchainement de 
nucleotides (17), delimite par les nucleotides 
d'extremite correspondant aux nucleotides situes aux 
10 positions 54 et 605 de la figure 2, ou contient 
l'enchainement de nucleotides (20) delimite par les 
nucleotides d'extremite correspondant aux 
nucleotides situes aux positions 1 et 838 de la 
figure 2. 

15 16 • Acide nucleique selon la revendication 10, 

caracterise en ce qu'il contient l'enchainement de 
nucleotides (18), delimite par les nucleotides 
d'extremite correspondant aux nucleotides situes aux 
positions 4 et 552 de la figure 3, ou comprend 
l'enchainement de nucleotides (21) delimite par les 
nucleotides d'extremite correspondant aux 
nucleotides situes aux positions 1 et 558 de la 
figure 3. 

17. Acide nucleique recombinant caracterise en 
25 ce qu'il contient 1' acide nucleique selon l'une 

quelconque des revendications 9 a 16, insere dans un 
acide nucleique heterologue vis-a-vis du susdit 
fragment. 

18. Vecteur recombinant en particulier pour le 
30 clonage et/ou 1' expression particulierement du 

plasmide, cosmide ou phage, caracterise en ce qu'il 
contient un acide nucleique recombinant selon la 
revendication 17 contenant le susdit acide nucleique 
en un des sites non essentiels pour sa replication. 
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19. Vecteur recombinant selon la revendication 
18 f caract6ris6 en ce qu'il contienjt en l'un de ses 
sites non essentiels pour sa replication des 
§16ments n6cessaires pour promouvoir 1' expression 
d'une sequence d'acides amines selon les 
revendications 1^8, dans un bote cellulaire, et 
6ventuellement un promoteur compatible avec ledit 
hote cellulaire, en particulier un promoteur 
inductible, et 6ventuellement une s6quence signal 
et/ou une sequence d'ancrage. 

20. Vecteur recombinant selon la revendication 
19, en ce qu'il contient : 

- les 616ments permettant son insertion dans E. 

Coli, 

- les 616ments permettant 1' expression par E. 
Coli de cet acide nucl£ique selon les revendications 
9 £ 17, ins6r6 dans le vecteur, et 

les 616ments permettant 1 * exportation du 
produit r6sultant de 1* expression du susdit acide 
nucl6ique. 

21. Hote cellulaire transform^ par un vecteur 
recombinant selon I'une quelconque des 
revendicationions 18 £ 20, capable de se r6pliquer 
dans ledit h6te cellulaire. 

22. H6te cellulaire selon la revendication 21, 
caract6ris6 en ce qu'il s'agit de E. Coli transform** 
par le vecteur selon la revendication 20. 

23. Anticorps, notamment monoclonal, 
caract6ris6 en ce qu'il est dirig6 contre une 
sequence decides amines selon l'une quelconques des 
revendications 1 £ 8. 

24. Sonde nucl^otidique caract§ris6e en ce 
qu'elle hybride avec l'un des acides nucl6iques 
selon les revendications 9 £ 17, ou avec leurs 
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sequences complementaires dans les conditions 
d' hybridation suivantes : 

- pour les sondes susceptibles de s'hybrider 
avec les acides nucleiques (2), (3), (4), (5), (7), 
(8), (9), (10), fl2), (13), (14) et (15) ou leurs 
sequences complement aires les conditions 
d' hybridation sont les suivantes : 

hybridation proprement dite : 60°C, 5X SSC, 5X 
Denhardt, 0,1% SDS, 100 ug/ml d'ADN de sperme de 
saumon ; lavage : 60 °C, 2X SSC, 0,1% SDS, 30 mn ; 

- pour les sondes susceptibles de s'hybrider 
avec les acides nucleiques ou les sequences 
complementaires (1), (6) et (11) les conditions 
d ' hybridation sont les suivantes : 

hybridation proprement dite : 45°C r 5X SSC, 5X 
Denhardt, 0,1% SDS, 100 ug/ml d'ADN de sperme* de 
saumon ; 

1° lavage : temperature ambiante, 2X SSC, 0,1% 
SDS , 30mn, 

2° lavage : 45°C, 2X SSC, 0,1% SDS, 30 mn. 

25. Methode de depistage in vitro des sequences 
d' acides amines selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 8, dans un prelevement biologique 
susceptible de les contenir, caracteris6 en ce 
qu'elle comprend : 

- la mise en contact d'au moins un des anticorps 
selon la revendication 23, avec le susdit 
prelevement biologique ; 

- la detection a l'aide de tout moyen approprie des 
eventuels complexes immunologiques formes entre les 
sequences d' acides amines et les anticorps sus- 
mentionnes . 

26. Methode de depistage in vitro des sequences 
d' acides amines selon l'une quelconque des 
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revendications 1 k 8, dans un pr616vement biologique 
susceptible de contenir des acides nucl6iques codant 
pour lesdites sequences d' acides amines, 
caract6ris6e en ce qu'elle comprend : 

- la mise en contact d'au moins une des sondes 
oligonucl^otidiques selon la revendication 24, avec 
le susdit pr616vement biologique pr6alablement 
trait6 ; 

- la detection k l'aide de tout moyen appropri6 des 
6ventuels complexes d ' hybridation form6s entre les 
sondes et les acides nucl6iques sus-mentionn6s . 

27. M6thode de d6pistage in vitro selon la 
revendication 25 ou 26, appliqu6e au diagnostic in 
vitro de maladies corr616es k des teneurs en 
sequences d' acides amines, selon l'une quelconque 
des revendications 1 k 8 r situ6es a l*ext§rieur du 
domaine d61imit6 par les valeurs extremes 
correspondant g6n6ralement k l'6tat physiologique 
d'un individu-sain. 

28. N§cessaire ou kit pour la mise en oeuvre 
d'une m6thode de d6pistage in vitro selon les 
revendicatations 25 et 27 comprenant : 

une quantity d6termin6e d'au moins un des 
anticorps selon la revendication 23 susceptibles de 
donner lieu k une r6action immunologique avec une 
des sequences d 1 acides amines k d6tecter selon les 
revendications 1 & 8 ; 

avantageusement , un milieu appropri6 k la 
formation d'une reaction immunologique entre les 
sequences d* acides amines et les knticorps sus- 
mentionn§s ; 

avantageusement des r6actif s t . permettant la 
detection des complexes immunologiques entre les 
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sequences decides amin6s et les anticorps produits 
lors de la susdite reaction immunologique. 

29. N&cesssaire ou kit pour la mise en oeuvre 
d'une m6thode de d§pistage in vitro selon la 
revendication 26 et 27 comprenant: 

- une quantity d6terminee d'au moins une des sondes 
oligonucl6otidiques selon la revendication 24, 
susceptibles de donner lieu a une reaction 
d* hybridation avec un des acides nucl§iques codant 
pour une sequence d' acides amines k d6tecter selon 
les revendications 1^8; 

- avantageusement un milieu appropri6 & la formation 
d'une reaction d r hybridation entre les acides 
nucl6iques et les sondes sus-mentionnes ; 

avantageusement, des r6actifs permettant la 
detection des complexes d' hybridation produits de la 
susdite reaction d' hybridation. 

30. Proc6d6 de preparation d'une sequence 
d 1 acides amines selon l'une quelconque des 
revendicationions 1 h 8, caracteris6 en ce que : 

on cultive dans un milieu de culture 
appropriS un hote cellulaire pr6alablement 
transform^ par un vecteur appropri6 contenant un 
acide nucleique selon l'une des revendications 9 & 
17 ' 

- et on rfecupere k partir du susdit milieu de 
culture la sequence d' acides amines produite par 
ledit hote cellulaire transform^, apr6s lyse de la 
membrane cellulaire de cet h6te cellulaire. 

31. Proc6d6 de preparation d'une sequence 
d' acides amines d§termin£e caracteris6 par la mise 
en culture de E. Coli contenant un vecteur 
recombinant selon la revendication 20 et par l'arr§t 
de la culture en fin de phase exponentielle de 
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croissance dudit E. Coli, et recuperation de la 
sequence d'acides amines d6termin6e k partir du 
milieu de culture exempt des autres prot6ines et 
enzymes exocellulaires susceptibles d'etre secretes 
par E. Coli. 
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FIGURE 2a 
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FIGURE 2b 
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FIGURE 10 
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